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Bd. 314 (1959) 


Elektrophoretische Untersuchung der Magenurease 
Von 
Todor Nikoloff 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Medizinischen Fakultit Sofia, Bulgarien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1958) 


In einer friiheren Arbeit! haben wir darauf hingewiesen, daB die 
py-Aktivitaitskurve der Magenurease zwei Optima aufweist. Eines da- 
von liegt dem Optimum der Pflanzenurease, dem von uns ,,alkalisches“ 
Optimum genannten, nahe (etwas in alkalischer Richtung hin), wahrend 
sich das andere bei pq-Werten um 5,1—5,6 — ,,saures‘’ Optimum — 
befindet. Eine mégliche Erklarung fiir diese Tatsache ist das Vorkommen 
zweier Ureasen in der Magenschleimhaut mit verschiedenem pg-Opti- 
mum. 

Wir haben deshalb einen Extrakt aus Katzenmagenschleimhaut der 
‘Elektrophorese unterzogen und die ureolytische Aktivitat der einzelnen 
EiweiSfraktionen gepriift. Das Vorhandensein von zwei Eiweibfraktionen 
mit ureolytischer Aktivitiét wiirde die Existenz zweier Ureasen in der 
Magenschleimhaut sehr wahrscheinlich machen. 


Methoden 


Bereitung der Extrakte: Erwachsene Katzen wurden mit Fleisch ge- 
fiittert und 1—2 Stdn. spater durch Ausbluten bei Perfusion des Kérpers mit 
0,85proz. Natriumchloridlésung getétet. Der Extrakt wurde aus der Magen- 
schleimhaut durch Homogenisieren mit 2proz. Natriumchloridlésung und Butanol 
bei O—4° nach Kaplanskij und Mitarbeitern® gewonnen. Die Extrakte enthielten 
durchschnittlich etwa 2% EiweiB. 

Elektrophorese: Der so gewonnene Extrakt wurde auf die Mitte einer 
Agarplatte aufgebracht und der Elektrophorese unterzogen, und zwar durch 
‘Kombination der Methoden von Giri? und Grabar‘*, modifiziert nach Ilkoff 
und Nikoloff®. Vorher wurden verschiedene Pufferlésungen ausprobiert; die 
besten Ergebnisse erhielten wir mit Phosphatpuffer, py 5,9, Ionenstarke ~ = 0,06 
und Glycinpuffer, py 8,6, und uw = 0,04. Die Elektrophorese wurde 4 Stdn. bei 
einer Feldstarke von 2,5 V/em durchgefiihrt. 

Zur Kennzeichnung der ureolytisch aktiven Fraktionen arbeiteten 
‘wir zwei Methoden aus: 


1 T. Nikoloff, diese Z. 307, 226 [1957]. 
28. J. Kaplanskij, 0. B. Kusowlewa u. W. D. Uspenkaja, Biochimia 
21, 469 [1956]. 
3K. V. Giri, Naturwissenschaften 43, 36 [1956]. 
4). Grabar u. C. A. Williams, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam], 
17, 67 [1955]. 
5 A. Ilkoff u. T. Nikoloff, Sawremenna medizina (bulg.), im Druck. 
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a) Direktes Zutagetreten der Urease-Aktivitat auf der Agarplatte: Nach 
der Elektrophorese wird die Agarplatte der Lange nach halbiert; die eine Halfte 
wird 30—40 Min. lang in gekiihlten 0,1m Phosphatpuffer, pH 7,5, die andere 
in gekihlten 0,lm Acetatpuffer, pa 5,1, gelegt. Hiernach setzt man beiden 
Puffern Harnstoff zu und inkubiert die Platten 1—2 Stdn. bei 40°. Hernach wird 
der Puffer mit flieBendem Wasser ausgewaschen; die Platten werden 5 Min. lang 
in NeBlers Reagenz gelegt. Die Stellen mit Urease-Aktivitét nehmen je nach 
Menge des abgesonderten Ammoniaks hell- bis dunkelbraune Farbung an. Diese 
Methode zeitigt um so befriedigendere Resultate, je kiirzer die Inkubation, d. h. 
je hoher die ureolytische Aktivitat der EiweiBfraktionen ist. Dauert die Inkubation 
langere Zeit, so verbreitern sich die Flecken durch Diffusion der Ammonium. 
ionen. Nahe beieinander liegende Eiweiffraktionen mit Urease-Aktivitét ergeben 
nach diessr Methode einen gemeinsamen Flecken. 

b) Bei der zweiten Methode halbiert man das Agarplattchen nach der Elektro- 
phorese der Lange nach und schneidet beide Halften in Querstreifen von je 2,5 mm. 
Die eine Halfte dieser Streifen wird in Reagenzgliser gegeben, die je 2 cm? 0,1m 
Phosphatpuffer, py 7,5, enthalten, die andere Halfte in solche, die je 2 em* 0,1m 
Acetatpuffer mit po 5,1 enthalten, wo sie etwa 30—40 Min. in der Kalte bleiben. 
Hiernach wird allen Reagenzglisern je 1 cm* 0,05m Harnstofflésung zugesetzt. 
Man inkubiert je nach der zu erwartenden Urease-Aktivitét 2—24 Stdn. lang 
bei 40°. Danach wird jedem Reagenzglas 1 em*® Neflers Reagenz zugesetzt. 
Aus der eintretenden gelbbraunen Fiarbung oder dem Niederschlag kann an. 
nahernd auf den Grad der Urease-Aktivitit geschlossen werden. 

Zum Vergleich wird auf dieselbe Weise auch eine 2proz. Lésung von Soja 
Urease (Schuchardt) in 0,85proz. NaCl-Lésung elektrophoretisch untersucht. 

Um festzustellen, wo sich die EiweiBfraktionen befinden, werden paralle! 
angefertigte Elektropherogramme nach den iiblichen Methoden mit Amido 
schwarz 10 B gefarbt. 

Ergebnisse 

Die Abb. 1, 2a und 3a zeigen, daB in der Magenschleimhaut zwe 
EiweiBfraktionen vorhanden sind, die Urease-Aktivitaét aufweisen. Am 
besten werden diese Fraktionen bei Elektrophorese mit Phosphatpufier 
pu 5.9, getrennt (Abb. 2a und 3a). Die Fraktion mit hdherer elektro- 
phoretischer Beweglichkeit erscheint gewohnlich um den Start herum* 
(Abb. 2a und 3a) oder etwas kathodenwarts (Glycinpuffer, s. Abb. 1) 
und ist nahe bei der /,-Fraktion des Serums (Abb. 1). Die elektro. 
phoretische Beweglichkeit der anderen Fraktion ist schwacher; diese 
Fraktion wandert erheblich zur Kathode und ist nahe bei der /,-Fraktion 
des Serums (Abb. 1). In der Regel ist die weniger bewegliche Fraktion 
aktiver (einige Versuche mit Glycinpuffer und Abb. 2a und 3a), doch 
kann das Verhaltnis auch umgekehrt sein (Abb. 1). Es verdient erwahnt 
zu werden, daB bei den Versuchen mit direkt entwickelter Urease. 
Aktivitat, sowie auch bei denjenigen Versuchen nach der Streifen. 
methode, bei denen die Inkubation von kiirzerer Dauer ist, gew6hnlich 
beide Fraktionen héhere Aktivitaét im sauren Puffer aufweisen (Abb. | 
u. 3a), wogegen bei langdauernder Inkubation der Streifen die Aktivitat 
im alkalischen Puffer hoher ist (Abb. 2a). 

* Wegen der im Agar auftretenden Elektroosmose wandern im vorliegendet 


Fall die Fraktionen mit héherer elektrophoretischer Beweglichkeit langsame: 
als die mit geringerer elektrophoretischer Beweglichkeit. 
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Nach Die Versuche mit Soja-Urease-Priparat ergeben iiberall nur eine 
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Abb. 1. Trennung eines Extraktes aus Katzenmagenschleimhaut (oben und in der 
Mitte) und von Katzenserum (unten) durch 4stdg. Elektrophorese bei py 8,6 
ktro- (Stromstirke 8,5 mA). Ausgezogene Kurven: Densitometrische Bestimmung nach 
diese Anfarben mit Amidoschwarz 10 B. In der Mitte: Ureolytische Aktivitaét nach 
ktion der Streifenmethode (Inkubation apts Stdn. im Puffer mit dem angegebenen 
pu-Wert). 


ktion 

doch Abb. 2. Elektrophorese bei pH 5,9 (4 Stdn., Stromstirke 13 mA). Ausgezogene 
ahnt Kurven: Densitometrische Bestimmung nach Anfarben mit Amidoschwarz 10 B. 
ee Die Saulen geben die ureolytische Aktivitat an. 

naan! é ; SG . 

og a) Extrakt aus Katzenmagenschleimhaut, 15 Stdn. beim angegebenen py 
ifen- inkubiert. 

nlich b) Soja-Urease-Priparat, 4 Stdn. beim angegebenen py inkubiert. 

bb. | 


vitat phoretischen Beweglichkeit nach der beweglicheren der beiden Urease- 
‘raktionen des Extrakts aus Magenschleimhaut nahekommt. Hervor- 
zuheben ist, da diese einzige Urease-Fraktion auch bei kurzdauernder 
Inkubation viel gréBere Aktivitat bei py 7,5 zeigt als bei py 5,1 (Abb. 2b, 
3b und 4). 
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Abb. 3b. Abb. 4. 
Abb. 3. Direkt entwickelte Pherogramme (Elektrophorese bei py 5,9, Stromstirke 
13 mA). 


a) Extrakt aus Katzenmagenschleimhaut nach 7stdg. Elektrophorese, 2Stdn. 
Inkubation beim angegebenen py-Wert. 

b) Soja-Urease-Praparat nach 4stdg. Elektrophorese, 1 Stde. Inkubation 
beim angegebenen py-Wert. 
Abb. 4. Trennung eines Soja-Urease-Praparates durch 4stdg. Elektrophorese bei 
pu 8,6 (Stromstarke 8,5 mA). Oben: Densitometrische Bestimmung nach An- 
farben mit Amidoschwarz 10 B. Unten: Ureolytische Aktivitét nach der Streifen- 
methode (Inkubation jeweils 2 Stdn. im Puffer mit dem angegebenen py-Wert). 


Besprechung der Ergebnisse 

Die vorliegenden Versuche zeigen, daB in der Katzenmagenschlein- 
haut zwei elektrophoretisch verschiedene EiweiBfraktionen mit Urease- 
Aktivitét vorhanden sind. Unsere auf Grund der py-Aktivitatskurve 
der Magenurease friiher geiduerte Auffassung vom Vorhandensein 
zweier Ureasen in der Magenschleimhaut wird dadurch bestatigt. An- 
scheinend sind diese Ureasen in verschiedenen Schleimhauten in unter- 
schiedlichem Mengenverhaltnis vorhanden. Die eine von ihnen kommt 
hinsichtlich ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit der Soja-Urease sehr 
nahe. Sie ist gew6hnlich in geringeren Mengen in der Magenschleimhaut 
vorhanden. 

Die Versuche bestaétigen noch einmal unsere friihere Feststellung, 
daB die Soja-Urease in saurem Medium (pq ~ 5,0) viel schwacher aktiv 
ist als die Magenurease. 

Die Technik der in vorliegender Arbeit beschriebenen Experimente 
ist nicht genau genug fiir die Behauptung, daB die gefundenen beiden 
EiweiBfraktionen mit Urease-Aktivitat die beiden Optima in der py-Akti- 
vitatskurve bedingen. Ernsthafte SchluBfolgerungen in dieser Richtung 
kénnen nur bei quantitativen Untersuchungen der ureolytischen Fahig- 
keit beider Fraktionen bei verschiedenen py-Werten gezogen werden. 
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Moglicherweise riihrt das Zustandekommen von zwei ureolytisch 
wirksamen EiweiBfraktionen, die sich durch ihre elektrophoretische Be- 
weglichkeit voneinander unterscheiden, auch von Prozessen her, die im 
Extrakt der Magenschleimhaut eintreten — z. B. teilweiser Agglome- 
ration der Ureasemolekiile. Eine solche Méglichkeit halten wir jedoch 
fiir wenig wahrscheinlich. Ein EinfluB von Denaturierungsprozessen ist 
unserer Meinung nach ausgeschlossen, und zwar weil unter unseren 
Versuchsbedingungen die verwendeten Pufferlésungen bei der Elektro- 
phorese keinen EinfluB auf die Urease-Aktivitiét des Extraktes aus 
Magenschleimhaut und des Soja-Priparates ausiiben. 

Fiir wertvolle technische Mithilfe bei Durchfiihrung der Versuche méchte 
ich Herrn A. T. Ilkoff meinen warmsten Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


1. Durch Elektrophorese in Agar-Gel bei verschiedenen py-Werten 
(8,6 und 5,9) wird das Vorhandensein von zwei ureolytisch wirksamen 
Fraktionen in der Katzenmagenschleimhaut nachgewiesen. Unter den- 
selben Bedingungen zeigt das Praparat aus Soja-Bohnen nur eine ureo- 
lytisch wirksame Fraktion. 

2. Die Fraktion mit geringerer elektrophoretischer Beweglichkeit 
kommt der /,-Proteinfraktion des Serums nahe, die beweglichere det 
,-Fraktion. 

3. Das Verhaltnis beider Fraktionen variiert bei den einzelnen 
Schleimhauten, doch tiberwiegt gewéhnlich die langsamere. 

4. Die ureolytisch wirksame Eiweiffraktion der Soja-Urease kommt 
der beweglicheren von den beiden ureolytisch wirkenden Fraktionen der 
Magenschleimhaut nahe. i 

5. Die beobachteten Tatsachen sprechen fiir das Vorhandensein von 
zwei Ureasen in der Katzenmagenschleimhaut. 


Summary 

1. By agar-gel electrophoresis at different py values (8.6 and 59) 
evidence is obtained for the presence of two ureolytically active fractions 
in the gastric mucosa of cat. Under the same conditions the preparation 
from Soyabeans shows only one ureolytically active fraction. 

2. The fraction with lower mobility migrates close to the /, globulin 
fraction of serum, and that with higher mobility close to the f, globulin 
fraction. 

3. The ratio of both fractions varies from one mucosa to another. 
The slower one is usually predominant. 

4. The ureolytically active protein fraction of Soyabean urease 
migrates close to the faster of the two active fractions of gastric mucosa. 

5. The observations indicate the presence of two ureases in the 
gastric mucosa of cat. 
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Uber die Maceration von Hefe, I? 
Von 
P. Ohimeyer, D. Griinwedel und E. Hahn 
Aus dem Leibniz-Kolleg und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1958) 


Alexander v. Lebedew hat gezeigt, wie aus Hefe auf einfache 
Weise ein girfahiger, zellfreier Extrakt zu bereiten ist®. Nach seiner 
Vorschrift wird abgepreBte Hefe langsam getrocknet und dann mit 
wenig Wasser in der Warme maceriert. Lebedew-Saft, wie er aus diesem 
Praparat durch Abtrennen der unléslichen Zellreste entsteht, haben seit 
fiinfzig Jahren viele Autoren benutzt, um Garversuche anzustellen und 
Garungsfermente zu isolieren. Er enthalt ja mindestens alle Fermente, 
die eine alkoholische Girung nach der Gleichung von Harden und 
Young herbeiftihren. 

Lebedew setzte der Trockenhefe wenig Wasser zu, hodchstens 
3 Gewichtsteile, weil bei diesem Verhiltnis ein konzentrierter Saft ent- 
steht. Aus einem zweiten Grunde wire es nicht zweckmaBig, viel Wasser 
zuzusetzen: in diesem Falle tritt wirksame Maceration nicht ein, jeden- 
falls nicht, soweit die Géirungsfermente Alkoholdehydrogenase und 
Zymohexase® im Spiele sind. Diese Fermente werden lediglich geldst; 
Maceration aber ist ein Vorgang, in Verlauf dessen die Wirkung der 
Fermente auf mehr als das Doppelte des Ausgangswertes ansteigt, und 
sie tritt nur ein, wenn Trockenhefe mit wenig Wasser zusamnien- 
gebracht. wird. 

Methodik 
Praparate 

(a) Trockenhefe: AbgepreBte Bierhefe, eine Sendung aus Miinchen (Léwen- 
brau), eine andere aus Memmingen (K. Schiefer), wurde bei 22—23° in 3 cm 
hoher Schicht getrocknet und durch ein feines Drahtsieb von gr6éBeren Anteilen 
befreit. 

(b) Suspension von Trockenhefe: In der Regel wurden 50 mg Trocken- 
hefe in 50 ml Wasser, das zur Stabilisierung des Ferments 15 Vol.-Proz. Glycerin 
enthielt,,15 Min. bei 3° mechanisch geriihrt. 

(c) Frische Zellreste: Die unléslichen Zellreste wurden bei 3° aus 30 ml 
Suspension in 5 Min. mit etwa 1500 « g abzentrifugiert und vom Uberstand durch 
Dekantieren und Abtupfen des Bechers getrennt. In einigen Fallen wurden sie 
mehrmals mit Glycerin- Wasser gewaschen. 

(d) Trockene Zellreste: Aus einer 5 Min. geriihrten Suspension von 320 mg 
Trockenhefe in 320 ml Glycerin-Wasser wurden die Zellreste abgeschleudert, in 
7,5 ml Glycerin-Wasser von 3° aufgenommen, portionsweise mit 45 ml Aceton 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Ausbeute: 182; 183; 184 mg. 
1 Vorlauf. Mitteil.: Z. Naturforsch. 13b, 138 [1958]. 

2 A. v. Lebedew, diese Z. 73, 447 [1911]. 
3 P. OhI meyer, Naturwissenschaften 45, 245 [1958]. 
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(e) Prainkubierte Zellreste: Aus einer 30 Min. geriihrten Suspension 
von 240 mg Trockenhefe in 240 ml Glycerin-Wass2r wurden die Zellreste in 6 Por- 
tionen abgesc hleudert, vom Uberstand getrennt, nach Zusatz von 0,15 ml Wasser 
fir 75 Min. auf 37° gebracht, mit Glycerin- Wasser auf der Zentrifuge gewaschen 
und, wenn nicht sogleich verwandt, eingefroren. 

(f) Maceration: 50 mg Trockenhefe wurden mit 0,15 ml Wasser gemischt, 
3 Stdn. auf 37° gehalten und fiir die Messung auf 50 mi Glycerin-Wasser gebracht. 
Gelegentlich wurde, mit demselben Resultat, in Glycerin- Wasser maceriert. 

(g) Hefe-Extrakt: Eine Mischung von 20 g Trockenhefe und 50 ml Wasser 
wurde im Homogenisator kurz verriihrt und mit etwa 4500 x g zentrifugiert. Die 
Herstellung des Uberstands war in 12 Min. beendet. 

(h) Kochsaft: Extrakt wurde rasch aufgekocht und filtriert. 


Bestimmung der Fermentwirkung 

3,0 ml Testlésung setzten sich zusammen aus: 5 mMol Athanol; 0,1 «Mol 
DPN (Boehringer); 0,067m Glycinpuffer, py 8,6; Wasser; Fermentpraparat. 

Die Messung der Extinktion erfolgte in 1,00 em Schichtdicke bei 340 mu im 
Spektralphotometer von Beckman. Den Angaben in dieser Arbeit liegt die Zu- 
nahme der Extinktion im Laufe der 2. Min., £, ,, zugrunde. Kleine Zunahmen 
wurden aus Messungen iiber 10 Min. graphisch ermittelt. 

In den Tabellen ist die Zunahme der Extinktion angegeben, die von 0,1 m/ 
eines Fermentpraparates herbeigefiihrt wurde, und zwar als #, , 10®=- v. War 
die Fermentwirkung nicht mit 0,1 ml, sondern mit a ml (bei gréBeren Wirkungen 
0,05, bei kleineren 0,2 ml) gemessen, so wurde fiir die Tabellen nach v = v' « O,1/a 
umgerechnet. (Wir ziehen die Angabe der Wirkung in Ferment-,,Einheiten‘*! zu- 
riick, weil die Definition dieses MaBes ohne Riickfithrung auf physikalische Kin- 
heiten wenig Sinn hat.) 

Die Fermentpraparate sind fiir den Vergleich miteinander im allgemeinen 
so verdiinnt worden, daB der Wert fiir v von 100 y Trockenhefe oder von 100 x 183/320 

57 y unléslichen Zellresten in der Testlésung gegeben wird. 


Ergebnisse und Diskussion 

Die Wirkung einer nach (b)* hergestellten Suspension von 'Trocken- 
hefe im optise hen Test fiir Alkoholde shydroge nase behielt iiber Stunden 
der Aufbewahrung bei 37° praktisch den gleichen Wert. Wie Tab. | 
zeigt, wurden aber etwa 240% der Wirkungshéhe gefunden, wenn der 
Herstellung der Suspension eine Maceration der Hefe mit 3 Gew.-Tln. 
Glycerin- Wasser vorausgegangen war (f). 

Solange wir nicht sagen kénnen, wie dieser Anstieg tiber die Wir- 
kung des ,,praformierten** Ferments hinaus zustande kommt, nennen 
wir diesen Vorgang Entwicklung von Ferment. 

An der Entwicklung von Alkoholdehydrogenase aus Trockenhefe 
sind Stoffe beteiligt, die sich in zwei Fraktionen aufteilen lassen. Die 
eine Fraktion ist in gewaschenen Zellriickstinden (c), die andere in 
Hefe-Extrakt (g) enthalten. 

Bei der Bereitung der ersten Fraktion (c) geht etwa die Halfte 
des Gewichts der Hefe in Lésung, mit ihr ein Teil des praformierten 
Ferments. Der andere Teil der Fermentwirkung (etwa 40% in unseren 
Priiparaten) bleibt an die Zellreste gebunden. Diese Fraktion kann mit 


* Die eingeklammerten Buchstaben beziehen sich auf die unter ,,Methodik* 
beschriebenen Praparate. 
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Tab. 1. Alkoholdehydrogenase-Wirkung der verschiedenen be: 
Praparate und Fraktionen. an 


In den Inkubationsversuchen wurden Zellreste aus 30 mg Miinchner Hefe mit 
0,15 ml Extrakt bzw. Wasser 2 Stdn. auf 37° gehalten und dann auf 30 ml gebracht. 





























hat 
Trockenhefe Mace- Zellreste (c) inkubiert _ 
Uber-| - rierte Ex- zu 
Praparat total | stand el Trocken- mit mit Extrakt | trakt Me 
(b) ~ (c) ry Wasser (g) (g) sch 
(b) _@ der 
Zahl der An- 6 8 2 8 7 8 8 o 
satze 
Aktivi- { 0 7,01 3,9 | 28 16,6 6,0 19,6 73 me} 
tat | % | 100 — nao 237 — — - zur 
Wie (, | _ 16,6 —7,0| 6,0 — 2,8|19,6 — 7,7 —2,8 
kungs- 9,6 32 == 951 
anstieg | % / | 100 - 95 
Aceton getrocknet werden (d); die Befaihigung zur Fermententwicklung 
sinkt dabei auf etwa ein Drittel. Wie wir vermuten, ist Substanz, die 
in der Entwicklung wirksam ist, aus dieser Fraktion unter geeigneten 
Bedingungen in Lésung zu bringen. 
Bei der Bereitung der zweiten Fraktion (g) lassen wir die Hefe il 
ic 


nur wenige Minuten mit Wasser zusammen stehen. Denn bevor zentri- 
fugiert wird, ist die zweite Fraktion mit der ersten in Beriihrung, es der 
kann also Maceration, d. h. Entwicklung beginnen, und da deren Aus- saft 
maB nach Tab. 2 von der Menge der zweiten Fraktion abhingt, wird Nur 
diese im Entwicklungsvorgang offenbar verbraucht: laingeres Stehen- Losi 


lassen ergabe armeren Extrakt. Das so gewonnene Priparat kann ohne bet 

groBeren Verlust fiir die Entwicklung aufgekocht werden. als : 
‘ ; : . - ong los 

Wird die erste Fraktion, feucht (c) oder getrocknet (d), bei 37° o 
mit einer bestimmten Menge der zweiten Fraktion [Extrakt (g) oder Tal 
< apd. 


Kochsaft (h)] inkubiert, dann steigt, falls die Konzentration an Zell- 
resten nicht zu gering ist, die Alkoholdehydrogenase-Aktivitat der Jy x 
Mischung in 2 Stdn. um das 3fache des Ausgangswertes, der von den _ saft; 
Zellresten gegeben wurde. 

Nun, machte die Aktivitat der Zellreste etwa 40% derjenigen des 
praformierten Ferments aus. Kommen bei Entwicklung 3 x 40 = 120% 
hinzu, dann bedeutet das einen Anstieg, der von 100% des praformierten Pri 
Ferments auf 100 + 120 = 220% fiihrt. Auf 240% fiihrte das Mace- 
rieren; also erklart der Vorgang der Entwicklung aus den Fraktionen 
die Fermentausbeute bei der Maceration. Zahl 

Wenn Zellreste nicht mit Extrakt oder Kochsaft, sondern mit Satz 
Wasser inkubiert werden, so wird ebenfalls ein Anstieg beobachtet,  Aktis 
aber ein geringer (von 2,8 auf 6.0). Wahrscheinlich werden Kochsaft- Wirk 
stoffe aus den Zellresten auch bei wiederholtem Waschen nicht vollig 
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beseitigt. Besondere Versuche ergaben, daB der Extrakt in der Warme 
an Wirkung nicht zunimmt. 

Schicken wir eine Inkubation der Zellreste mit Wasser voraus, dann 
hat Wasser beim zweiten Mal kaum eine Wirkung, aber enzymatisch 
inaktiver Kochsaft fiihrt den erwarteten Anstieg herbei. Der Versuch 
zu Tab. 2 wurde mit praéinkubierten Zellresten (e) aus der kraftigeren 
Memminger Hefe ausgefiihrt und enthalt einen Ansatz mit unter- 
schiissiger _Kochsaftmenge. Die Menge des Kochsafts scheint die Hohe 
der Entwicklung zu bestimmen. Kochsaft in ausreichendem oder tiber- 
schiissigem Betrag ergab in diesem und anderen Ansitzen v = 9,3; 
11,5; 9,8. Hinter diesem Maximum bleibt mit unzureichender Kochsaft- 
menge die Fermententwicklung in 2 Stdn. um mehr als die Halfte 
zurick. 

Tab. 2. Anstieg bei der Inkubation von prainkubierten Zellresten (e) 
mit Kochsaft. 





Mit Kochsaft 


Ansatz Mit Wasser 
unverdiinnt | 1:4 verdiinnt 











» 11 9,3 | 42 


Zur Erklirung des Wirkungsanstiegs mit Kochsaft ist an die Még- 
lichkeit zu denken, daB das Ferment an den festen Zellresten wegen 
der Bindung an deren Oberflache geringere Wirkung hat, durch Koch- 
saft aber in Lésung und damit auf héhere Wirkung gebracht wird. 
Nun tiifft es zu, daB entwickeltes Ferment der Hauptmenge nach in 
Lésung gefunden wird, jedoch in einer Reihe von Versuchen wurden 
eben auch die Zellreste nach einem Inkubationsansatz aktiver gefunden 
als zuvor (vgl. Tab. 3). Es hat also geringe Wahrscheinlichkeit, daB ge- 
léstes Ferment auf Kosten des gebundenen zunimmt. 


Tab. 3. Wirkung der Suspensionen von getrockneten Zellresten (d), unbehandelt 
und inkubiert, und von ihren Riickstaénden vor und nach Inkubation. 
Im Entwicklungsansatz 30 mg getrocknete Zellreste mit 0,25 ml Wasser bzw. Koch- 
saft; Endkonzentration 1 mg/ml; die Zellriickstande wurden aus ihren Suspensionen 
vor und nach Inkubation abgetrennt. 








Suspension von Zellreste inkubiert 
Praparat a nits mit Kochsaft 
lésliche | unlésl. | Wasser unlésliche 
total Fraktion | Fraktion total Fraktion 
Zahl der An- 9 5 4 9 9 4 
satze 
Aktivitat v 1,8 0,9 ei 2,8 5,2 2,1 
Wirkungs- 2.83—1,8| 5,2—1,8 2,1—1,]1 
anstieg v 1,0 = 9,4 1.0 
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Eine zweite Beobachtung schlieBt die oben genannte Moglichkeit 
aus (Tab. 4): Die Konzentration der Zellreste im Entwicklungsansatz 
darf nicht zu gering sein; Zellreste und Stoffe im Kochsaft stehen bei 
diesen Versuchen in einem Verhiltnis, das dem Verhaltnis in einem 
Macerationsansatz einigermaben entspricht. Bestiinde Entwicklung in 
der Warme nur in der Lésung von Ferment durch Kochsaft in aus- 
reichender Konzentration oder Menge, dann hatten die Ansatze mit 
Kochsaft (B und C) tiber den Ansatz mit Wasser (D) hinausfiihren und 
den Kochsaftansatz mit geringerem Vol. (A) etwa erreichen sollen. Die 
Zahlen sprechen gegen diese Méglichkeit: Entwicklung beruht nicht auf 
Loésung. 


Tab. 4. Inkubation von Zellresten mit groBen Volumina Kochsaft. 
Je 11,5 mg frische Zellreste aus Memminger Hefe 2 Stdn. bei 37° inkubiert mit 
0,15 ml Kochsaft (A), 20 ml Kochsaft in der angegebenen Verdiinnung (B und C) 
bzw. 20 ml Wasser (D). 

















- : 
A B | C | D 
Zusatz = 
0,15 ml | je 20 ml 
Kochsaft Wasser 
Verdiinnung 1:1 1:3 1:40 
v 15,0 bz. 3,2 5,1 








Die Bedingung der Konzentration nétigt dennoch zu der Annahme, 
da8 ein Lésungsvorgang an der Entwicklung beteiligt ist. Kochsaft bringt 
offenbar andere Substanz aus den Zellresten in Lésung, Substanz, cie 
fiir sich katalytisch unwirksam ist, fiir den chemischen ProzeB der 
Aktivitatszunahme jedoch benétigt wird. Im Ansatz mit wenig Koch- 
saft geht diese Substanz in ausreichend konzentrierte Lésung; die 
Reaktion der Fermententwicklung Jauft mit meBbarer Geschwindigkeit 
ab. Im Ansatz mit viel Kochsaft geht die Substanz in so verdiinnte 
Losung, daB die Reaktion nicht festgestellt wird. 

Wenn dies zutrifft, ist es der Grund dafiir, daB Maceration nach 
Lebedew mit wenig Fliissigkeit die besten Resultate gibt. 

An oinem Teil dieser Untersuchung hat Dr. G. Benwitz mitgearbeitet. 
Fiir Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche danke ich Frl. K. Dieter. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir Unterstiitzung 
meiner Arbeiten sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Alkoholdehydrogenase-Wirkung der Trockenhefe steigt durch 
Maceration nach Lebedew auf mehr als das Doppelte. 

Dieser Anstieg kommt durch das Zusammenwirken einer unlés- 
lichen und einer léslichen, hitzebestandigen Fraktion aus Hefe zustande. 
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Der Anstieg beruht auf einer chemischen Reaktion, die nur bei 
ausreichender Konzentration der unléslichen Fraktion meBbar verlauft. 


Summary 


By maceration according to Lebedew, the alcohol dehydrogenase 
activity of dried yeast is raised more than two-fold. 

This increase is caused by the simultaneous action of an insoluble 
and a soluble, heat-stable fraction from yeast. 

The elevation is due to a chemical reaction, which can only be 
measured at a sufficient concentration of the insoluble fraction. 
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Uber Ommochrome, XV! 
Uber die Identifizierung des ,,Urechochroms* als Xanthommatin 
Von 
Bernt Linzen 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1958) 


In der vorhergehenden Mitteilung dieser Reihe! wurden Ergebnisse 
einer vergleichenden Untersuchung iiber die Verbreitung der Ommo- 
chrome vorgelegt. Danach ist das Ommin bei den Arthropoden nahezu 
universell verbreitet und kommt auch auBerhalb dieser Tierklasse, 
namlich bei den Cephalopoden vor. Die Ommatine scheinen weniger 
verbreitet zu sein und wurden auBerhalb der Arthropoden bisher nicht 
beobachtet. Bei der Untersuchung eines Polychaeten — von groBem 
phylogenetischem Interesse — wurde wider Erwarten itiberhaupt kein 
Ommochrom gefunden, sondern ein offenbar andersartig gebauter vio- 
letter Farbstoff?. Die Frage, ob auch bei primitiven Wirbellosen schon 
Ommochrome anzutreffen seien, wie aus dem Vorkommen bei Arthro- 
poden einerseits und bei Cephalopoden andererseits zu vermuten 
wire, muBte daher zunichst offen bleiben. 

Seit 1940 liegen aber Arbeiten von Horowitz vor’, in denen ein 
Redoxfarbstoff aus den Eiern des marinen Wurms Urechis caupo (Echi- 
uridae) beschrieben wird, das ,,Urechochrom‘‘. Der etwa 25 cm lange 
Wurm lebt im Wattengebiet der amerikanischen Westkiiste. Seine Eier 
sind nach Horowitz gewéhnlich rosa gefirbt, in unreifen Weibchen 
jedoch gelb. Die Beschreibung des fiir diese Fairbung verantwortlichen 
Pigmentes veranlaBte Becker 19414 zu der Einreihung des Urecho- 
chroms in die Gruppe der Ommatine. 

Durch die Freundlichkeit von Herrn Prof. D. Keilin (Cambridge) 
erhielten wir eine Probe des Materials®. Dieses — getrocknet und fein 
gemahlen — war hell ockerfarben. Es wurde zunachst mit Petrolather, 
dann mit Methanol erschépfend extrahiert. Darauf wurde mit schwefel- 
dioxydhaltigem, salzsaurem Methanol ein braunroter Farbstoff heraus- 
gelést. Dieser wanderte in dem papierchromatographischen System 
Kollidin/Phosphat mit gleicher Geschwindigkeit wie Xanthommatin 
und zersetzte sich im System Kollidin/Lutidin/Wasser in gleicher Weise 


1 XIV. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z., 313; 
251 [1958]. 

2 B. Linzen, Dissertat., Tiibingen 1957. 

3 N. H. Horowitz, Proc. nat. Acad. Sci. USA 26, 161 [1940]; N. H. Horo- 
witz u. J. B. Baumberger, J. biol. Chemistry 141, 407 [1941]. 

4 KE. Becker, Naturwissenschaften 29, 237 [1941]. 

5 Herrn Prof. D. Keilin sei auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung des aus 
Kalifornien, von Herrn Prof. A. Tyler, stammenden Materials herzlich gedankt. 
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unter Ausbildung eines braunen Streifens. Der gesamte Extrakt wurde 
daraufhin neutralisiert und der ausgefallene Farbstoff durch zweimaliges 
Umfiallen gereinigt. 

Der Farbstoff verhielt sich bei allen Operationen gleich wie synthe- 
tisches oder authentisches, natives Xanthommatin. Insbesondere 
zeigte er die Unléslichkeit in organischen Lésungsmitteln, Léslichkeit in 
alkalischer waBriger Loésung, reversible Oxydierbarkeit und Reduzier- 
barkeit und rasche Autoxydation an der Luft in neutraler oder schwach 
alkalischer Lésung. Auch das UV-Spektrum zeigt die fiir Xanthommatin 
charakteristischen Banden. Die Gesamtmenge des Farbstoffes war sehr 
gering ; aus 600 mg des trockenen Ausgangsmaterials wurden nur Spuren 
erhalten. Doch ist es bei der groBen Zersetzlichkeit des Xanthommatins 
wahrscheinlich, da in frischem Material mehr Farbstoff enthalten ist. 

In den mit Methanol und salzsaurem Methanol gemachten Extrakten 
fand sich unter den freien Aminosiuren in gr6Berer Menge 3-Hydroxy- 
kynurenin, das auf papierchromatographischem Wege durch Vergleich 
mit der authentischen Substanz in 8 Systemen und Anspriihen mit 
4 Farbreagenzien sowie spektroskopisch durch Aufnahme der UV- 
Spektren in neutraler, saurer und alkalischer Loésung nachgewiesen 
wurde. Das in der Biogenese der Ommochrome davor liegende Kynurenin 
wurde in diesen Extrakten nicht gefunden. 

Die Bedeutung dieses Befundes liegt in der Tatsache, daB das 
Xanthommatin, wie es schon vorher am Ommin offenbar wurde, nicht 
eine Sonderentwicklung des Tierstammes Arthropoda darstellt, sondern 
daB es wahrscheinlich den niederen Tieren im weiteren Sinne angehért. 


Beschreibung der Versuche 


Extraktion und Identifizierung des Xanthommatins 


600 mg getrocknete und gemahlene Eier von Urechis caupo wurden mit Petrol- 
ither (60—70°) bei Raumtemperatur extrahiert, bis das Lésungsmittel auch bei 
langerer Extraktion farblos blieb. In gleicher Weise wurde mit Methanol extrahiert. 
AnschlieBend wurde mit schwefeldioxydhaltigem, salzsaurem Methanol (2% konz. 
Salzsiure) digeriert und der erhaltene braunlichrot gefirbte Extrakt neutralisiert. 
Es entstand ein dickflockiger, dunkler Niederschlag, der abzentrifugiert wurde. 
Im Uberstand war nach papierchromatographischer Priifung kein Ommochrom 
mehr vorhanden. Der Niederschlag wurde in m/15 sek. Natriumphosphatlésung auf- 
genommen; die sich schnell gelb fairbende Lésung wurde von einem schmutzig 
braunen Riickstand abgetrennt und mit SO, und einigen Tropfen konz. Salzsiure 
auf po 2—3 gebracht, wobei ein Farbumschlag nach rot erfolgte. Der nach einiger 
Zeit ausfallende rote Niederschlag wurde abgetrennt, nochmals auf gleiche Weise 
umgefallt, in m/15Phosphatpuffer von py 7 gelést und im UV-Licht gemessen. 
UV-Spektrum: Amax 227 (232) und 440 (440) my in m/15Phosphatpuffer, px 7; 

Amax 240 (240), 368 (375) und 475 (478) mu in 5n HCl. 

In Klammern die Werte der authent. Substanz. 

Der Farbstoff lieB sich in Lésung und auf Papierchromatogrammen beliebig 
oft reduzieren und wieder oxydieren. Im papierchromatographischen System 
Kollidin/0,5m Kaliumdihydrogenphosphat 2:3 wandert er mit der Salzfront wie 
authentisches Xanthommatin als gelber Fleck; der Ry-Wert im System Phenol/ 
Athanol/Wasser 1:1:1 ist ebenfalls identisch mit dem der authentischen Substanz. 
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Nachweis des 3-Hydroxy-kynurenins 

Es wurden Papierchromatogramme des Methanol-Extraktes in folgenden Sy- 
stemen gemacht: Kollidin/Lutidin/Wasser 1:1:2, Phenol/Athanol/Wasser 1:1:1, 
m-Kresol/Wasser (ges.; absteigend), Pyridin/Essigester/Wasser 4:3:3, Butanol/ 
Risessig/Wasser 4:1:5 und 4:1:1, Propanol/lproz. Ammoniak 2:1, sek. Butanol/ 
Ameisensaure/Wasser 75:15:10. Das aus den Eiern extrahierte 3-Hydroxy-kynure- 
nin lief in allen Systemen gleich schnell wie synthetisch dargestellte Substanz. Beide 
Substanzen zeigten gleiche Fluoreszenz und gaben gleiche Farbreaktionen mit 
Ninhydrin (braunpurpur), Ehrlichs Reagenz (orange)®, bei Kupplung mit diazotier- 
ter Sulfanilsiure (purpurrot) und bei Oxydation mit Kaliumhexacyanoferrat(II]) 
in neutraler Pufferlésung (gelb, mit Natriumdithionit Umschlag nach rot). 

Ein gréBerer Teil der Losung wurde auf einem Bogen Schleicher & Schiill 2043b 
streifenformig aufgetragen, und nach Entwicklung in Butanol/Kisessig/Wasser 
4:1:1 der das 3-Hydroxy-kynurenin enthaltende Streifen ausgeschnitten, mit 
Athanol eluiert und die UV-Spektren aufgenommen. 

Amax 230, 275, 375 (235, 273, 378) mu in Athanol 

275, 380—85 (235, 275, 380) mu in Athanol-HCl (schwach sauer) 
252, 275, 400 mu in Athanol-NaOH (251, 290, 400 my in 0,1n NaOH). schi 
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Uber Ommochrome, XVI! 
Versuche zur Reindarstellung eines Ommins 
Von 
Adolf Butenandt, Gerhard Neubert und Ulrich Baumann 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1958) 

Boris Rajewsky zum 65. Geburtstag gewidmet 


In friiheren Mitteilungen wurde itiber die Isolierung und die Eigen- 
schaften der Ommine? und iiber ihre weite Verbreitung im Tierreich® 
berichtet. Die aus verschiedenen Tierarten dargestellten Ommin-Pri- 
parate waren anscheinend untereinander gleich. Als Kriterien hierfiir 
dienten Ry-Werte in der Papierchromatographie, UV- und IR-Spektren 
und das Verhalten bei der Hydrolyse mit Alkali oder Siure, unter deren 
Kinwirkung 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon und Xanthurensiure bzw. 
3-Hydroxy-kynurenin entstehen. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung gr6éBerer Mengen an 
reinem Ommin standen K6épfe vom Seidenspinner (Bombyx mori), 
Augenstiele von Nordseegarnelen (Pandalus borealis) sowie Augen von 
Tintenfischen (Sepia officinalis) zur Verfiigung. Der Farbstoff wurde 
aus zerkleinertem und entfettetem Tiermaterial mit heibem SO,-haltigem 
iproz. salzsaurem Methanol eluiert und durch Neutralisation wieder 
ausgefallt. Die reinsten, weitgehend eiweiBfreien Priparate wurden 
durch Umfillen aus schwach alkalischem Puffer mit Saéure und aus 
Ameisensaure oder konz. Salzsiure durch Verdiinnen mit Wasser 
erhalten. Beim lingeren Stehenlassen in konzentriert salzsaurer L6sung 
wird jedoch ein Teil des Ommins allmahlich unléslich. Dieser wurde 
getrennt weiter gereinigt. 

Je nach Herkunft des Materials und Art der Aufarbeitung zeigen 
die Omminfraktionen eine etwas wechselnde Zusammensetzung. Bemer- 
kenswert ist der Schwefelgehalt. Die Atomverhiltniszahlen, bezogen 
auf C 30, zeigt Tab. 1. 

Die Unterschiede in den Analysenwerten kénnen nur zum Teil auf 
die aéuBerst schwere Verbrennbarkeit* der Substanzen zuriickgefihrt 

1 XV. Mitteil.: B. Linzen, diese Z. 314, 12 [1958], vorstehend. 

2 XIII. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z. 812, 
297 [1958]. 

3 XIV. Mitteil.: A. Butenandt, E. Biekert u, B. Linzen, diese Z. 318, 
251 [1958]. 

* Die Analysen enthielten stets einen Verbrennungsriickstand zwischen 1% 
und 3,5%, der bei der Berechnung der Elementarformel jeweils in Abzug gebracht 
wurde, 
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Tab. 1. Zusammensetzung einiger Ommine. Atomverhaltnis bezogen auf C = 30. 











Bezeichnung eal ics a Art der Auf- ; rie 

des Praparats Ausgangsmaterial arbeitung Cl) 1) O [NS 

siehe 1. c.? Crangon vulgaris wee konz. Salzséure 30 | 26,8 | 11,3 | 4,5) 1,1 
umgefallt 

I Bombyx mori —_ konz. Salzsdure 30 | 26,6 | 10,3 | 4,9) 1,1 
umgefallt 

I Bombyx mori _| 948 konz. Salzsiure | 59 | 98 § | 11,3 | 4,7| 1,1 
umgefallt 

II Bombyx mori | ynlosl. in. 30 | 26,7 | 12,2 | 4,61 0,9 

onz. Salzsiure 
IV Bombyx mori | 908 Konz.H380, —/ 39/313 | 19,1 | 4,4] 1,5 





umgefallt 




















werden; sie deuten auf eine immer noch vorliegende Uneinheitlichkeit 
der Praiparate hin. Der unst6échiometrische Gehalt an Stickstoff kann 
u. U. auf einen zersetzenden EinfluB der verwendeten Mineralsdiuren 
zurickzufiihren sein. 

Trotz vieler Versuche ist es uns wegen der schlechten Léslichkeits- 
eigenschaften der Omminpriparate zunichst nicht gelungen, ihren Rein- 
heitsgrad durch Anwendung papierchromatographischer Methoden oder 
durch Gegenstromverteilung* zu erhéhen. Es wurde daher angestrebt, 
eine weitere Reinigung tiber Derivate zu erreichen. 

Unter der Einwirkung von HCl-haltigem absolutem Methanol geht 
Ommin in einen Methylester iiber, der bei der Umsetzung mit Acetan- 
hydrid in Pyridin ein Acetylderivat liefert. Sein IR-Spektrum 1aBt die 
Kinfithrung des Methylsubstituenten erkennen, und die Elementar- 
analyse deutet auf das Vorliegen eines Diacetylmonomethylesters 
hin. Im Gegensatz zum Ommin ist dessen Derivat in einigen neutralen 
Lésungsmitteln wie Chloroform, Dichlormethan und Glykolmonomethy!- 
iither léslich; dennoch gelang auch unter Verwendung dieser Lésungs- 
mittel bei der papierchromatographischen Charakterisierung kein sicherer 
Beweis fiir die Einheitlichkeit des Derivates. Das Auftreten verschiedener 
ninhydrinpositiver Substanzen nach der Hydrolyse mit Sauren zeigt, 
da8 es durch Veresterung und Acetylierung offenbar noch nicht gelungen 
ist, letzté EiweiBanteile zu entfernen. 

Erst Erfahrungen, die wir auf Grund der papierchromatographi- 
schen Auftrennung der Hydrolysenprodukte des Ommins gewannen®, 
wiesen uns einen brauchbaren Weg, die Einheitlichkeit der Ommin- 
praparate zu priifen. Es zeigte sich, da Beimengungen an helleren Farb- 
komponenten erst in Chromatogrammen mit hoher Farbstoffkonzen- 
tration deutlich werden und daB die Auftrennung eines Ommingemisches 


4 Vgl. U. Baumann, Dissertat. Tiibingen 1957. 
5 Dariiber wird in folgenden Mitteilungen berichtet. 
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in seine Komponenten im System Kollidin/Wasser 3:1, in der Rund- 
filterchromatographie nach Brockmann und Patt® gelingt. 

Als Ausgangsmaterial diente ein Omminpriaparat, das aus den 
Augen des Tintenfisches Sepia officinalis durch Extraktion mit heiem 
SO,-haltigem salzsaurem Methanol und Umfallen aus sekundarer 
Natriumphosphatlésung mit verd. Saure gewonnen wurde. Das Chro- 
matogramm (vgl. Abb.) zeigte eine Reihe von Farbzonen, die aus dem 








Bluierte Bezeichnung 
Farbe ”, der Ommin- | % Ausbeute 
LONe K 
omponente 
_ rosa 9 G < 0,25 
violett 8 F l 
orange 7 K l 
rot 6 D il 
dkl.-violett Pi 
rotviolett 2 
~ violett C 6 
4 
schwach violett 
dkl.-violett 3 B 6 
grau 2 1s 
schwarz 1 A 56 














Auftrennung von Sepia-Ommin nach Brockmann und Patt im System Kollidin/ 
Wasser 3:1. Die angegebenen Ausbeuten an Farbstoffkomponenten wurden unter 
Beriicksichtigung der bei der Chromatographie eintretenden Verluste abgeschatzt. 


noch kollidinfeuchten Papier getrennt mit Wasser eluiert wurden. Aus 
den Eluaten wurde der Farbstoff durch Ansauern ausgefillt. Eine er- 
neute Chromatographie der einzelnen Farbstofffraktionen zeigte, daB 
das eingesetzte Omminpraparat ein Gemisch von mindestens sechs 
Farbstoffen darstellt. Sie sind im folgenden nach der Zone bezeichnet, 
in der sie als Hauptprodukt vorkommen (vgl. Abb.). 

Die Hauptkomponente (etwa 75%) des Ommingemisches ist der 
dunkelgraue bis schwarzviolette Farbstoff A aus den Zonen 1 und 2. 
Er weist in Chromatogrammen mit dem System Kollidin/Lutidin/Wasser 
1:1:2 (KLW) auch beim Auftragen gréBerer Konzentrationen keines 


®§ H. Brockmann u. P. Patt, Naturwissenschaften 40, 221 [1953]. 
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der schneller wandernden Produkte mehr auf. Demnach k6énnen zu- 
mindest die in gréBerer Menge auftretenden anderen Omminkompo- 
nenten keine Kunstprodukte von A sein, die bei der Chromatographie 
im alkalischen Kollidin/Wasser-System entstanden sein kénnten. Die 
Farbstoffe B bis G kénnen sich auch nicht wahrend der Extraktion 
mit salzsaurem Methanol gebildet haben, denn Omminpriparate, die 
unter ausschlieBlicher Verwendung von sek. Natriumphosphatlésungen 
als Losungsmittel hergestellt wurden (z. B. Praiparat V), enthalten 
ebenfalls diese Farbstoffe. Chromatogramme im System KLW machen 
fiir das Ommin aus Bombyx mori und Pandalus borealis eine ahnliche 
Zusammensetzung wahrscheinlich, wie sie fiir das Sepia-Ommin er- 
mittelt wurde. 

Die Hauptkomponente A des Ommins zeigt nach mehrmaligem 
Umfillen aus alkalischer Pufferlésung mit Séuren und aus Ameisen- 
siure mit Wasser eine Elementar-Zusammensetzung der Summenformel 
CypH,7N 50198 - H,0. 

In schlechterer Ausbeute kann dasselbe Ommin A aus einer kollidin- 
haltigen waBrigen Lésung des Ommingemisches durch Verdiinnen mit 
Kollidin bis zum Verhiltnis Kollidin/Wasser 4:1 gefallt werden. Das 
in Lésung gebliebene Farbstoffgemisch kann durch Einengen der Lésung 
ausgefallt werden. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung von Omminpraparaten aus Bombyx mori 


Praparat I: Es wurden 180000 Képfe von Bombyx mori vom Konservie- 
rungsmethanol befreit und mit wenig Wasser im Starmix homogenisiert. Der Brei 
wurde in der Zentrifuge mehrmals mit Methanol gewaschen. Das Zentrifugat wurvie 
in zwei Portionen je 15mal mit 1—2proz. salzsaurem Methanol angeteigt, 1% bis 
2 Tage stehengelassen und bei 300 at ausgepreBt. Der rotviolette Extrakt wurde 
sofort nach dem AusflieBen mit Natriumacetat oder Ammoniak neutralisiert. Die 
vereinigten Farbniederschlage wurden mit Methanol gewaschen, bis der Uberstand 
nicht mehr gelb gefairbt war. Dann wurde der Farbstoff-Niederschlag erneut zur 
Entfernung von Proteinen 10 mal mit salzsaurem Methanol ausgezogen, das Ommin 
aus der Lésung wie oben gefallt und mit Benzol und Aceton gewaschen. Ausbeute: 
8,03 g Rohfarbstoff. Dieser wurde 4mal mit etwa 40 ccm konz. Salzsaure extra- 
hiert, bis der Riickstand rein wei war. Die salzsauren Lésungen wurden jeweils 
sofort mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt, vereinigt und bei 0° iiber Nacht 
stehengelassen. Der sich abscheidende Niederschlag wurde mit Wasser und Aceton 
gewaschen! Ausbeute: 1,2 g. Aus dem Uberstand wurde durch Einstellen auf pp 4 
weiterer Farbstoff ausgefiillt, der nach dem erneuten Umfallen aus 20 cem konz. 
Salzsaure weitere 0,4 g ergab. Diese beiden Fraktionen wurden zusammen 6 mal mit 
50 com m/150 sek. Natriumphosphat extrahiert. Es bleibt ein brauner Riickstand. 
Aus dem Uberstand wurde der Farbstoff mit verd. Salzséure wieder ausgefallt. Nach 
dem Waschen mit Wasser und Aceton betrug die Ausbeute 1,3 g. AnschlieBend 
wurde nochmals aus 200 ccm sek. Natriumphosphatlésung und aus 60 ccm konz. 
Salzsiure wie oben umgefallt. Dabei blieben 95 mg Farbstoff in konz. Salzsiure 
unléslich, die mit den 703 mg in Salzséure geléstem Hauptprodukt wieder vereinigt 
wurden, 

Zur Analyse wurden 100 mg des Produktes aus 400 cem konz. Salzséure mit 
0,5 cem Wasser bei —10° ausgefallt und anschlieBend nochmals aus m/150 sek. 
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Natriumphosphat umgefallt. Die Ausbeute betrug nach dem Waschen mit Wasser 
und Methanol 50 mg Praparat I. 
Cy 9H.,N 50195 (649,6) 
Ber. C 55,47 H4,19 N10,79 O 24,64 8 4,94 
Gef. C 53,78 H3,92 N10.18 024,24 S$ 5,32 Cl2,13 
Nach Abzug von Cl als HCl: 
C 54,87 H3,92 N 10,39 024,75 85,34 


Praparate II, III und IV: 300600 Bombyx-Képfe wurden mit etwa 10 | 
Methanol im Starmix zerkleinert. Nach Absaugen des Lisungsmittels wurde das 
Material auf die gleiche Weise mit 4 1 Methanol und 3 / Benzol extrahiert und schlieB- 
lich mit 4 1 Methanol nachgewaschen. Der bei 20° getrocknete Riickstand wurde im 
Starmix pulverisiert, zweimal bei 20° und 9mal bei 60° mit je 5 1 SO,-haltigem etwa 
2proz. salzsaurem Methanol ausgezogen. Das Filtrat wurde jeweils sofort mit 
Hydrogencarbonat auf py 4—7 gebracht. Aus dem ausgefallenen Niederschlag 
wurde mit lproz. sek. Natriumphosphatlésung der gréBte Teil der farblosen Be- 
standteile herausgelést. Der violette Riickstand wurde in 8 | konz. Salzsiure auf- 
genommen; dabei blieb ein Teil unléslich. 

Dieser in konz. Salzsiure unlésliche Farbstoff wurde 2mal aus seiner Lésung 
in 20 ccm konz. Schwefelséure durch Eintropfen in iiberschiissiges Wasser ausge- 
fillt. Daran wurde eine Umfallung aus m/150 sek. Natriumphosphat mit verd. 
Saure, eine aus 100 com Ameisenséure durch Versetzen mit der dreifachen Menge 
Wasser und zum SchluB erneut aus m/150 sek. Natriumphosphat mit verd. Siure 
angeschlossen. Von ungelést bleibenden Bestandteilen wurde jeweils durch Zentri- 
fugation abgetrennt. Ausbeute: 850 mg Praparat IV*. 

Gef. C 52,25 H4,57 N8,87 028,16 87,19 

Der hohe Schwefelgehalt deutet auf eine partielle Umsetzung mit Schwefel- 
siure hin. 

Der aus der konz. Salzséure durch Verdiinnen mit Wasser umgefillte Farb- 
stoff-Anteil wurde aus seiner mit Butanol geschiittelten Lésung in 2 | m/150 sek. 
Natriumphosphat mit verd. Saure und anschlieBend wiederum aus 750 ccm konz. 
Salzsiure mit Wasser umgefallt. Es entstand erneut ein in konz. Salzsiure unléslicher 
Anteil. Dieser wurde durch mehrfaches Umfillen aus m/150 sek. Natriumphosphat 
mit verd. Saure und aus Ameisenséure mit Wasser gereinigt. Ausbeute: 1,157 ¢ 
Praparat III. 

Gef. C 53,10 H3,96 N9,62 028,91 S 4,23 

Das zweimal aus konz. Salzsiure umgefallte Produkt wurde noch dreimal aus 
m/150 sek. Natriumphosphat, zweimal aus Ameisensaure und einmal aus m/150 sek. 
Natriumphosphat ausgefallt. Ausbeute: 910 mg Praparat II. 

Gef. C 54,30 H4,07 N9,49 O 27,25 S 5,46 


Veresterung des Ommins I 

Eine Lésung von 100 mg Praparat I und 20 cem trockenem, mit HCl-Gas 
gesitt. Methanol wurde nach eintaégigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur unter 
Feuchtigkeitsausschlu8 im Vak. zur Trockne gebracht. Nach Wiederholung dessel- 
ben Vorganges ist das entstandene Esterhydrochlorid in m/150 sek. Natrium- 
phosphat unléslich, dagegen léslich in Wasser, Methanol, Glykolmonomethylather, 
Pyridin und Eisessig. 

Acetylierung des Esters 

Die Lésung von 50 mg Omminester-hydrochlorid in 10 cem trockenem 
Pyridin und 2 eem Acetanhydrid wurde nach 15stdg. Stehenlassen bei 20° in Eis- 
wasser gegossen. Der dunkelrote Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen und 
liber konz. Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute: 27 mg. Zur Analyse wurde der 


* Zur Analyse wurden alle Priparate im Hochvak. bei 40° getrocknet. 
o* 
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acetylierte Omminester aus Chloroformlésung mit wenig Petrolather umge. 
fallt, mit Petrolather gewaschen und iiber Paraffin getrocknet. 


C35H 3N;0,28 (747,7) 
Ber. C 56,20 H4,45 N 9,36 025,68 $4,29 2-CH,CO 11,38 
Gef. C56,20 H4,33 N10,19 026,04 $3,97 2-CH,CO 9,18 


Reindarstellung eines Ommins aus Sepia officinalis mit Hilfe 
der Papierchromatographie 


1000 Augen von Sepia officinalis wurden wie bei II zerkleinert und entfettet. 
AnschlieBend wurde das Material in der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und der 
mit m/150 sek. Natriumphosphat lésliche Omminanteil nahezu erschépfend ausge- 
zogen. Das beim Ansauern der Lésung ausgefallene violette Praparat V ergab 
nach dem Waschen mit Wasser und Methanol eine Ausbeute von 18 g. Das Praparat 
enthielt entsprechend seiner hellen Farbe noch viele farblose Beimengungen, die 
durch weiteres Umfallen aus alkalischem Puffer nicht entfernt werden konnten, 
Chromatogramme in KLW zeigen deutlich A, C und D. 

Das in m/150sek. Natriumphosphat unlésliche Tiermaterial wurde mit Wasser 
und Methanol gewaschen und mit heiBem HCl- und SO,-haltigem Methanol erschép.- 
fend ausgezogen. Der Farbstoff wurde sofort durch Neutralisation mit Natrium- 
acetat aus der Lésung ausgefallt. Der Niederschlag wurde einmal aus m/150 sek. 
Natriumphosphat mit verd. Siure umgefallt und von den dabei ungelést bleibenden 
Bestandteilen abgetrennt. Nach dem Waschen mit Wasser und Methanol wurden 
1,3 g Rohommin erhalten. 

800 mg dieses Produktes wurden in 30 ccm Kollidin/Wasser (1:1) aufgenom- 
men und unter Schiitteln mit weiteren 30 ccm Kollidin versetzt. Die Suspension 
wurde auf 40 Bogen Schleicher & Schiill 2043b gegeben und mit 800 ccm Kollidin 
Wasser (3:1) das Ringchromatogramm nach Brockmann und Patt® entwickelt. 
Der Farbstoff wurde in neun getrennten Zonen 1 bis 9 (vgl. die Abbildung) mit 
Wasser eluiert, durch Ausschiitteln der Lésung mit Benzol vom Kollidin befreit. 
mit 2n HCl ausgefallt, mit Wasser gewaschen und iiber KOH getrocknet. Aus. 
beuten: 








Zone | Ausbeute enthalt* 
] | 435 mg \ 
2 | 110 mg A 8B 
3 | 44 mg A B 
4 | 35 mg Bt DD 
5 | 41 mg CD 
6 32 mg D &E 
7 | 7 mg D = Ff 
8 | 6 mg ye F 
9 | 6 mg : 





* Die Hauptprodukte sind jeweils fett gedruckt. 


Zur Analyse wurde A zweimal aus m/150 sek. Natriumphosphat, einmal aus 
Ameisensaure und zum Schlu8 wieder aus m/150 sek. Natriumphosphat umgefiallt. 
Die Lésungen wurden dabei jeweils von unléslichen farblosen und braunen Pro- 
dukten abzentrifugiert. Da der Farbstoffniederschlag sehr voluminés ist, wurde zur 
Analyse auch das getrocknete und gepulverte Praparat mit reichlichem schwach 
salzsaurem Wasser ausgewaschen. Die Substanz wurde iiber Atzkali und im Hoch. 
vak. bei 40° getrocknet. 

C39H.;N;0195:H.O (667,6) 

Ber. C 53,97 H4,38 O 26,37 N 10,48 S 4,80 
Gef. C 53,92 H4,24 025,94 N 10,50 S 4,42 
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Der Zoologischen Station Neapel sind wir fiir die Hilfe bei der Beschaffung von 
Sepia officinalis dankbar. Herrn Dozent Dr. Ragnar Fange, Zoophysiologisches 
Institut in Lund, Schweden, danken wir fiir die Uberlassung von Pandalus borealis, 
Fraulein Ulrike Schoénfeld fiir ihre Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. 


Zusammenfassung 


Der aus verschiedenen Tierarten isolierte hdhermolekulare Augen- 
farbstoff Ommin stellt ein Gemisch von mehr als fiinf Farbstoffkompo- 
nenten dar. Es wird ein Weg zur Reindarstellung der schwarzvioletten 
Hauptkomponente Cj )H,,N;0,.8-H,O aus den Augen von Sepia offi- 
cinalis beschrieben. 


Summary 


The higher molecular weight coloring matter isolated from the eyes 
of different types of animals consists of a mixture of more than five 
colored materials. A method is reported by which the purified violet- 
black main component C,)H,,N;0,)8-H,0 may be prepared from the 
eyes of Sepia officinalis. 
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Zur Kenntnis der Spezifitat von Dehydrogenasen, IV’ 


Uber das Verhalten halogen-, hydroxyl- und amino-substituierter 
Milchsauren gegeniiber Lactat-Dehydrogenase aus Muskel 


Von 
Wilhelm Franke und Edgar Holz 
Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1958) 


In der vorausgegangenen Mitteil.! iiber die Spezifitaét der Suc- 
cinat-Dehydrogenase des Muskels war vor allem das Verhalten ha- 
logensubstituierter Bernsteinsiiuren niher untersucht worden. Nur 
die Mono-, nicht die Disubstitutionsprodukte hatten sich als dehydrier- 
bar erwiesen. Anzeichen fiir eine Dehydrierbarkeit von Apfelsaure 
(Hydroxybernsteinsiure) und Asparaginsaure (Aminobernsteinsaure) 
durch Succinat-Dehydrogenase hatten sich auch bei hoher Substrat- 
konzentration nicht ergeben. 

Bei den Halogenbernsteinsiuren war das substituierence Halogen- 
atom im ,,Dehydrierungsbezirk“, der hier ja zwei benachbarte C-Atome 
umfaBt, lokalisiert gewesen. Bei der Mehrzahl der bekannten Dehy- 
drierungsreaktionen liuft die Dehydrierung jedoch an nur einem 
C-Atom ab. Es erschien von Interesse, einmal zu untersuchen, wie sich 
in einem derartigen Falle eine Substitution mit Halogen (und evtl. 
anderen Substituenten) am benachbarten C-Atom auf die Dehydrier. 
barkeit auswirken wiirde. Wir wihlten als Enzym die Lactat-Dehydro- 
genase des Muskels, einerseits wegen ihrer physiologischen Bedeutung, 
andererseits wegen ihrer leichten Zuginglichkeit im kristallisierten Zu- 
stand. Wenn iiberhaupt eine Vermutung iiber das Verhalten /-substi- 
tuierter Milchsiuren méglich war, dann ging sie in der Richtung, dai 
der EinfluB einer Substitution abseits vom Dehydrierungsort wohl ge- 
ringer séin wiirde als im Falle der monosubstituierten Bernsteinséuren. 

Uber die Spezifitatsverhiltnisse der Lactat-Dehydrogenase 
liegen sowohl altere, an Rohferment erhobene Befunde** (von heute 
zweifelhaftem Wert) als auch soleche am Reinferment vor. Die meisten 
dieser neueren Beobachtungen beziehen sich auf die gleichgewichts- 
maBig begiinstigte Hydrierung der Ketosiuren mit DPNH: 

1 TIJ. Mitteil.: W. Franke u. E. Holz (unter Mitarbeit von G. Taschen), 
Liebigs Ann. Chem. 608, 168 [1957]. 

2 I. Yamamoto, J. Biochemistry [Tokyo] 20, 23 [1934]. 

3 PD, E. Green u. J. Brosteaux, Biochem. J. 80, 1489 [1936]. 
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R-CO-CO,H + DPNH + H® — R-CH(OH)-CO,H + DPN® (1) 
r “CO. J ef 
| K = Oe CHOd) GES DPS fiir Lactatkonzentration < 10-2m 
bei 22° und pH 7,4 etwa 6 x10-5m*). Nach Meister® werden 
Brenztraubenséure, Hydroxybrenztraubensiure, Thiobrenz- 
traubensaure, Glyoxylsiure und «-Ketobuttersiure mit ver- 
gleichbarer Geschwindigkeit von kristallisiertem Enzym hydriert. Wah- 
rend die Hydrierungsgeschwindigkeit von «-Ketosiuren mit weiterer 
Verlangerung der C-Kette sehr rasch abnimmt, ist dieser Einflu8 bei 
den gleichfalls hydrierbaren «,y-Diketosaduren viel geringer. Uber 
die reversible Hydrierung von /-Mercapto-brenztraubensiaure 
ist unlangst berichtet worden®; doch erlauben die Angaben keinen 
quantitativen Vergleich mit der Umsatzgeschwindigkeit der Brenz- 
traubensiure. Uber halogenhaltige Substrate schlieBlich liegen nur 
einige neuere Gelegenheitsbeobachtungen vor: Von Avi-Dor und 
Mager’ ist Reduktion von #-Fluor-brenztraubensiure durch 
DPNH ohne quantitative Angaben mitgeteilt worden und Hohorst§ 
fand bei der Ausarbeitung einer spezifischen Milchsiure-Bestimmungs- 
methode mit DPN erhdhte Werte bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
B-Chlor-milchsaure (auch x-Hydroxy-buttersiure), was auf Donator- 
eigenschaft der Zusaitze hinweist. 

Bei unseren eigenen quantitativen Untersuchungen wurden folgende 
Milchsaéure-Derivate dargestellt und im spektrophotometrischen Test 
mit DPN auf ihr Verhalten gegeniiber kristallisierter Lactat-Dehydro- 
genase untersucht: 





{-Chlor-milchsiure Glycerinsiure 
f-Brom-milchséure - 3-Phospho-glycerinsiure 
/-Trichlor-milchsaure /-Amino-milchsiure 


Methodik 
Enzym und Substrate 

Es wurde eine kaufliche Kristallsuspension (5 mg/ml) von Lactat-Dehydro- 
genase aus Kaninchenmuskel (Boehringer & Séhne, Mannheim-Waldhof) verwen- 
det, die mit 0.5m Ammoniumsulfatlésung im Verhaltnis 1:10 zu den Versuchen 
verdiinnt wurde. 

Mit Ausnahme von 3-Phospho-glycerinsiure wurden durchweg racemische 
Substrate verwendet. 

Milchsaure (pt-Praparat reinst der Fa. Boehringer Sohn, Ingelheim) wurde 
vor den Versuchen zwecks Aufspaltung darin enthaltener Anhydride und Lactide 
in waBr. Lésung 5 Stdn. lang gekocht; anschlieBend mit 0,ln bzw. In NaOH ein- 
gestellt. 

5 


F. Kubowitz u. P. Ott, Biochem. Z. 314, 110 [1943]. 

A. Meister, J. biol. Chemistry 184, 117 [1950]; 197, 309 [1952). 
E. Kun, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 25, 125 [1957]. 
Y. Avi-Dor u. J. Mager, Biochem. J. 68, 613 [1956]. 

8’ H. J. Hohorst, Biochem. Z. 828, 509 [1956]. 
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Chlormilchsaure wurde durch Umsetzung von Chloracetaldehyd (Schu- 
chardt, Miinchen) mit iiberschiissigem wasserfreiem HCN und Verseifung des 
Hydroxynitrils mit konz. Salzsiure erhalten®; Schmp. 78°. 

Brommilchsaure wurde nach folgender Reaktionsfolge dargestellt: 
CH,Cl-CH-CH, -—-- CH,Cl-CH(OH)-CO,H ~ CH,:CH-CO,K 
0’ \0% 

- CH, Br-CH(OH)-CO,H 


(2) 


Die Oxydation des Ausgangsmaterials Epichlorhydrin (Schuchardt) erfolgte mit 
HNO,!°. Die aus dem Atherextrakt erhaltene rohe Chlormilchsiure wurde zur 
Entfernung éliger Verunreinigungen mit Chloroform extrahiert. (Von ihrer Ver- 
wendung als Substrat wurde wegen des betrachtlichen Oxalsiuregehalts ab- 
gesehen, da Oxalat ein starker Inhibitor der Lactat-Dehydrogenase ist?»".) Zur 
HCl-Abspaltung wurde mit alkoholischer KOH behandelt, das ausgefallene glycid- 
saure Kalium in 48proz. HBr eingetragen und aus dem Kindampfriickstand die 
Brommilchsaure mit Ather extrahiert; Schmp. 88°. 

Trichlormilchsaure entstand analog der Chlormilchsaure durch HCN.- 
Anlagerung an Chloralhydrat und anschlieBende Verseifung des Hydroxynitrils!*; 
Schmp. 124°. 

Zwei kaufliche Praparate von Glycerinsaure (65proz. Fluka, Buchs, und 
Light & Co., Hamburg-Altona) erwiesen sich als unbrauchbar (stark Ba-haltig, 
fast keine Aciditat). Glycerinsiure wurde daher nach einer von Holzer und Holl- 
dorf!® modifizierten alteren Vorschrift '* durch Oxydation von pL-Glycerinaldehyd 
(Schering-Kahlbaum, Berlin) mit gesattigtem Bromwasser hergestellt. Das nach 
zweitagigem Stehenlassen der Lésung durch Neutralisieren mit BaCO,, Ein- 
engen im Vak. und Fallen mit Alkohol erhaltene Bariumsalz (94% Gehalt) wurde 
zur Gewinnung einer Substratlésung mit Ammoniumsulfat in geringem UberschuB 
gespalten. Eine weitere Substratlésung zu Vergleichszwecken wurde durch Fal- 
lung eines in der Institutssammlung noch vorhandenen, etwa 25 Jahre alten oxal- 
saurehaltigen Glycerinsiurepraparats (etwa 60proz. der Fa. Frankel & Landau, 
Berlin) mit der berechneten Menge CaCl, bei py 4 und Filtration gewonnen. 

p-3-Phospho-glycerinsaiure in Lésung wurde durch Umsetzung des 
kauflichen Bariumsalzes (Boehringer & Séhne, Mannheim-Waldhof) mit Ammo- 
niumsulfatlésung erhalten. 

f-Amino-milchsaure entstand aus roher Chlormilchsaure (s. 0.). und 23- 
proz. NH, bei 130° im Autoklaven!®. N-Gehalt des aus Wasser umkristallisierten 
Praparats (Kjeldahl) 13,1%, ber. 13,3%. 


Durchfiihrung der Versuche 

Die Versuche wurden mittels des optischen Tests von Warburg" durch 
Messung der DPNH-Absorption bei 366 mu im Eppendorf-Photometer bei 23° 
ausgefiihrt. Bestimmt wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung durch 
Feststellung der zeitlichen Extinktionszunahme. 

Wegen der ungiinstigen Gleichgewichtslage in Gleichung 1 (S. 23) wurde 
Semicarbazid zur Fixierung der Ketosiure zugesetzt und von hohen Anfangs- 
konzentrationen ausgegangen. 


9 E. Frank, Liebigs Ann. Chem. 206, 339 [1881]. 

10 —. Fischer u. H. Leuchs, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3794 [1904]. 

u J.H.Quastel u. W. R. Wooldridge, Biochem. J. 22, 689 [1928]; J. B. 
Neilands, J. biol. Chemistry 208, 225 [1954]. 

12 A, Pinner, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 1997 [1884]. 

13H. Holzer u. A. Holldorf, personl. Mitteilung. 

4 EK. Baer, J. M. Grosheintz u. H. O. L. Fischer, J. Amer. chem. Soc. 61, 
2607 [1939]. 
15 O. Warburg, Wasserstoffiibertragende Fermente, W. Saenger, Berlin 1948. 
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Der allgemeine Ansatz (5 ml) enthielt: 20 ug Enzym (5 x 10->m), 4 mg DPN 
(2x 10-%m), reinst, Boehringer & Séhne, Mannheim-Waldhef), 10~* m Semicar- 
bazid, 6,7 x 10-? m Trispuffer, py 7,2, und Substrat in angegebener Konzentration. 

Eine Storreaktion durch Autoxydation von DPNH in Gegenwart von Semicar- 
bazid (vgl. l.c.8) wurde durch Arbeiten unter Vak. in Thunberg-Roéhrchen aus- 
geschaltet. Die Substratkonzentration wurde zwischen 0,001 m und 0,3m variiert, 
bei schlecht dehydrierbaren Substraten in einem engeren Bereich (> 0,005m). 
Nach Evakuieren und Temperaturausgleich wurde durch Zukippen der Substrat- 
lésung die Reaktion ausgelést. 


Darstellung der Ergebnisse 


In jedem Fall wurde die Reaktionsanfangsgeschwindigkeit v in Abhangigkeit 
von der Substratkonzentration méglichst nahe bis zur Maximalgeschwindigkeit V 
graphisch ermittelt. Zur Auswertung wurde die Darstellung nach Lineweaver 
und Burk'® durch Auftragen von 1/v gegen die reziproke Substratkonzentration 
1/S gewahlt. Die hierbei resultierende Gerade mit der Neigung tg « gegen die 
Abszisse schneidet in ihrer Verlingerung die Ordinate 1/v bei 1/V. Aus der Be- 
ziehung 
Km = V X tg « (3) 
wurde die Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes (Michaelis- 
Konstante) berechnet. (Eingehendere Darstellung s. 1.c.!.) 


Ergebnisse und Diskussion 


Bei der Durchfiihrung der Versuche zeigte sich, daB 6-Chlor- 
milchsaure, 6-Brom-milchsaure, Glycerinsaiure und §-Amino- 
milchsaure Donatoreigenschaft bei der Lactat-Dehydrogenase be- 
sitzen. Dagegen war bei 3-Phospho-glycerinsaure und Trichlor- 
milchséiure tiber einen weiten Konzentrationsbereich (0,001—0,2m) 
keine Substratdehydrierung zu beobachten. Da Glycerinsiéure schon 
265mal langsamer dehydriert wird als Milchsiure (vgl. Tabelle), ist das 
Versagen der Phosphoglycerinsiure wohl auf die zusiatzliche raumliche 
Belastung des Molekiils durch die Phosphatgruppe zuriickzufiihren. Da 
auch Chlormilchsiure bereits 140mal langsamer als Milchsaéure reagiert., 
ist an sich verstandlich, daB die Haiufung der Chloratome in der Tri- 
chlormilchsiure zur enzymatischen Unangreifbarkeit fiihrt. Auch an 
eine eiweiBfallende Wirkung der Trichlormilchsiure, ahnlich der be- 
kannten Trichloressigsiurewirkung, war zu denken. Eine sichtbare 
Triibung der Trichlorlactat-Ansiaitze war zwar nicht zu beobachten, bei 
der geringen Séurekonzentration aber auch nicht zu erwarten. Bei 
groBeren Zusitzen von Trichloressig- oder Trichlormilchsiéure tritt sie 
in vergleichbarer Starke auf. 

Der Einflu8 der Substratkonzentration auf die Dehydrierungs- 
geschwindigkeit der Milchsiiure und der reaktionsfahigen Milchsaure- 
Derivate ist in der Darstellung nach Lineweaver und Burk aus den 
Abbildungen zu ersehen. Bei Milchsiiure wurde gegeniiber den anderen 
Siuren der OrdinatenmaBstab 100fach gréBer gewaihlt, um die Uber- 
sichtlichkeit zu wahren. Die graphisch ermittelten Werte fiir die Grenz- 


16 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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geschwindigkeiten V — zahlenmaBig gleich dem reziproken Wert der 
Ordinatenabschnitte —und die nach Gleichung 3 erhaltenen Michaelis. 
Konstanten K,, sind in der Tabelle zusammengestellt. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Dehydrierung von Milchsaure (Abb. 1) und ihren Derivaten (Abb. 2) durch Lactat- 
Dehydrogenase in Abhaingigkeit von der Substratkonzentration. 
Gemessen wurde die zeitliche Extinktionszunahme (DPNH); Auswertung nach 
Lineweaver und Burk!*. Ordinate: reziproke Reaktionsgeschwindigkeit (Min. 
AE yg5). Abszisse: reziproke molare Substratkonzentration. Derivate: a) 6-Chlor- 
milchsiure (x——x); b) B-Brom-milchsiure (@——@); c) Glycerinsiure (O——Q): 
d) f-Amino-milchsiure (O—O). 


Grenzgeschwindigkeiten V und Michaelis-Konstanten Km 
fiir pL-Milchsaure und einige Substitutionsprodukte. 








Substrat | te x V Km (m) 
Milchsiure. 2. | 0.019 0,77 0,73 x 10-2 
B-Chlor-milchsfure ..... . | 4.4 0,0055 LK 10-7 
6-Brom-milchsaure | 28,8 0,0033 4,75 x 10-2 
Glycermeaure™ =... ...... | 25,0 0,0029 30 x10" 
f-Amino-milchsiure .... . | 8,9 0,0087 3,9 x 10-2 


* Das zweite im Abschnitt Methodik erwihnte Glycerinsdure-Prap-rat lieferte fiir tg «, V und 
Km die Werte 17,9, 0,0025 und 2,1 « 10-* m 
‘ 


Die den untersuchten Milchsiure-Derivaten um zwei GroBenord. 
nungen iiberlegene Umsatzgeschwindigkeit der Milchsdure selbst ist in 
die Augen fallend. Viel geringer ist der Unterschied in den Enzym.- 
Substrat-Affinitaiten: Der K,,-Wert der substituierten Milchséuren ist 
nur 1,65—6,5fach gréBer als derjenige der Milchsaure. 

Die reziproke Konzentrations-Aktivitatskurve der Milchsiure zeigt 
bei hohen Substratkonzentrationen eine Anomalie in Form eines un- 
erwartet hohen Anstiegs der Reaktionsgeschwindigkeit. (Ahnliche Ab- 
weichungen sind auch bei anderen Enzymen beobachtet worden, z.B 
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bei der Alkohol-Dehydrogenase der Hefe!’. Die offenbar aus sekundaren 
Ursachen herausfallenden Werte wurden bei der Aufstellung der Line- 
weaver-Burk-Beziehung nicht beriicksichtigt. Der von uns fiir DL- 
Milchséure gefundene Wert liegt etwas tiber dem von Nygaard® an- 
gegebenen (0,59 x 10-2m). 

Die Tatsache, daB eine OH- oder NH,-Substitution bei der Milch- 
siiure im Gegensatz zur Bernsteinséure die Dehydrierbarkeit nicht auf- 
hebt, stand im Einklang mit der eingangs tiber den Substitutionseffekt 
geiuBerten Vermutung. Das gleiche gilt fiir die vergleichsweise ge- 
ringere Erhéhung der Michaelis-Konstanten bei Halogensubstitution 
im Falle der Milchsiure. Um so iiberraschender war das Ergebnis des 
Geschwindigkeitsvergleichs: Wahrend Chlor- und Brombernstein- 
siure bei Substratsittigung des Enzyms nur 2- bzw. 3mal langsamer 
dehydriert wurden als Bernsteinséiure, wird nach der Tabelle Chlor- 
milchséure 140- und Brommilchsiure 230mal langsamer angegriffen als 
Milchséure; auch Glycerinsiéure und /-Amino-milchsiure liegen im 
gleichen Geschwindigkeitsbereich. 

Eine stichhaltige Erklarung kann einstweilen nicht gegeben werden. 
Immerhin finden sich ahnlich starke Geschwindigkeitsabstufungen nach 
einer neueren Untersuchung, die uns erst nach Abschlu8 der eigenen 
Versuche bekannt wurde, auch bei der Alkohol- Dehydrogenase der 
Hefe!®: §-Chlor-athanol wird 125mal, Glykol gar 835mal langsamer um- 
gesetzt als Athanol. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sonder- 


beihilfe aus dem Schwerpunktprogramm ,,Biochemie“, dem Verband der Che- 
mischen Industrie fiir Mittel zur Literaturbeschaffung. 


Zusammenfassung 

/-Chlor-milchsdiure, /$-Brom-milchsiure, Glycerinsiure und /p- 
Amino-milchsadure, nicht dagegen Trichlormilchsiure und 3-Phospho- 
glycerinsdure, sind Substrate der kristallisierten Lactat-Dehydrogenase 
des Muskels. Die Substitutionsprodukte werden um zwei GroBenord- 
nungen langsamer angegriffen als Milchséure selbst; dagegen ist die 
Michaelis-Konstante der Derivate maximal nur 6,5fach gegeniiber 
derjenigen der Milchséure erhoht. 


Summary 

f-chlorolactic acid, B-bromolactic acid, glyceric acid and #-amino- 
lactic acid, but not trichlorolactic acid and 3-phospho-glyceric acid, are 
substrates of the crystalline lactic dehydrogenase of muscle. The sub- 
stituted compounds are metabolised more slowly than lactic acid itself 
by an order of magnitude of two. However, the Michaelis constant of 
the derivatives is increased maximally only 6.5 fold above that of 
lactic acid. 

17 A. P. Nygaard u. H. Theoreli, Acta chem. scand. 9, 1300 [1955]. 


18 A. P. Nvgaard, Acta chem. scand. 10, 397 [1956]. 
19 J. van Eys u. N.O. Kaplan, J. Amer. chem. Soc. 79, 2782 [1957]. 











Uber neue Aminosiuren aus Mimosaceen 
Von 
Rolf Gmelin, Giinther Strau8 und Gerhard Hasenmaier 
Aus dem wissenschaftlithen Laboritorium der Robugen GmbH., EBlingen a. N. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1958) 


In der Familie der Mimosaceen waren bisher einige ,,abnormale“ 
Aminosauren aufgefunden worden; so das Mimosin! (Leucaenol)**, die 
Djenkolsaure*®, die 4-Hydroxy-® und die 5-Hydroxy-piperidin-carbon- 
saiure-(2)§, 

Vor kurzem berichteten wir ’ iiber die Isolierung von zwei weiteren 
Aminosauren, dem S-/-Carboxyathyl-L-cystein und dem Albizziin, aus 
den Samen von Albizzia julibrissin Durazz. Albizziin konnten wir auch 
aus Albizzia lophantha Benth. isolieren und sein Vorkommen in ver- 
schiedenen Mimosaceen-Arten sicherstellen. 

Wir fanden nun in den Samen von Enterolobium cyclocarpum*, einer 
in Mittelamerika heimischen Mimosacee, eine besonders ausgiebige 
Quelle fiir Albizziin und konnten auBer in den bereits frither genannten 
Arten Albizziin noch in den Samen von Lysiloma bahamense*, Lysiloma 
desmostachys*, Acacia dealbata* und Pithecolobium albicans* papier- 
chromatographisch nachweisen. 

Das Praparat aus Enterolobium stimmte in allen seinen Eigenschaften 
mit aus anderen Mimosaceen-Arten isoliertem Albizziin tiberein. 
Albizziin wurde aus dem waBrigen Auszug der Samen von Enterolobium 
cyclocarpum durch Ionenaustausch an einem stark sauren Harz in etwa 
4proz. Ausbeute gewonnen. Kocht man Albizziin langere Zeit mit 
starken Saduren, so treten als Hydrolysenprodukte Ammoniak, CO, und 
2.3-Diamino-propionséure auf. Das Hydrochlorid zeigt Rechtsdrehung 
wie das von E. Fischer und Jacobs® dargestellte L(-+-)-2.3-Diamino- 
propionsaure-hydrochlorid, dessen sterische Zugeh6érigkeit zur L-Reihe 


* Boi den mit * bezeichneten Arten fehlen uns die Autorennamen. Die Stand- 
orte der betreffenden Arten sind jedoch in Beltsville, New Crops Research Branch, 
registriert, und vermutlich existiert dort auch Herbarmaterial. 

1 J. Renz, diese Z. 244, 153 [1936]. 

2M. Mascré, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 204, 890 [1937]. 

3D. Kostermans, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 65, 319 [1946]. 

4 A. G. van Veen u. A. J. Hyman, Geneeskund Tijdschr. Nederland. 
Indie 73, 991 [1933]. 

5 R.Gmelin,G. Hasenmaieru.G.StrauB, Z. Naturforsch. 12b, 687 [1957]. 

6 A. I. Virtanen u. S. Kari, Acta chem. scand. 9, 170 [1955]. 

7 R. Gmelin, G. StrauB u. G. Hasenmaier, Z. Naturforsch. 13b, 252 
[1958]. 

® KE. Fischer u. W. A. Jacobs, Ber. dtsch. Chem. Ges. 40, 1057 [1907]. 
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Karrer durch Umwandlung von L(—)-Asparagin® und L(—)-Serin®? 
in L(+-)-2.3-Diamino-propionsaéure-hydrochlorid bewiesen hat. Somit 
scheint auch Albizziin zur L-Reihe zu gehéren*. 

Albizziin gibt eine normale Ninhydrin-Reaktion. Die endgiiltige 
Lokalisierung der offensichtlich enthaltenen Carbaminylgruppe steht 
noch aus. 

Bei der papierchromatographischen Prifung der Samen von Mimosa 
Palmeri beobachteten wir zwei Aminosauren, die mit keiner bisher be- 
kannten natiirlichen Aminosaure identisch waren. Die vorherrschende 
Aminosiure konnte isoliert und als L(-+-)-2.3-Diamino-propion- 
siure identifiziert werden. 

Die Auffindung von freier L(-}-)-2.3-Diamino-propionsiure veran- 
laBt uns, die vorliufigen Resultate mit Albizziin schon jetzt bekannt- 
zugeben, da es biochemisch interessant ist, daB innerhalb einer Familie 
zwei Aminosiuren vorkommen, die chemisch nahe mit Ornithin und 
Citrullin verwandt sind. 

In einem Vorversuch gewannen wir nach der Methode von Steuer le!® 
mit einer kleinen ,,Indikator-Siule“ aus 6 g Samen 102 mg der Amino- 
siure als Hydrochlorid, wihrend wir im Hauptversuch nach der Methode 
von Partridge und Brimley" arbeiteten und aus 50 g Samen 940 mg 
des Aminosiure-hydrochlorids erhielten. Beide Methoden lassen sich 
gleich gut verwenden. Das isolierte Hydrochlorid erwies sich als iden- 
tisch mit dem von E. Fischer und Jacobs® durch Racematspaltung 
von DL-2.3-Diamino-propionsiure und dem von Karrer u. a. aus 
L(—)-Asparagin®® und L(—)-Serin®® gewonnenen L(--)-2.3-Diamino- 
propionsaure-hydrochlorid. Lediglich im Zersetzungspunkt beobach- 
teten wir eine Abweichung (237° gegeniiber 245° ® und 243—245° °). 

Die IR-Spektren der aus Mimosa Palmeri und durch Saéurespaltung 
von Albizziin erhaltenen Hydrochloride waren identisch. ebenso ihre 
Ry-Werte in verschiedenen Lésungsmittelsystemen. 

Angesichts der von uns festgestellten weiten Verbreitung von 
Albizziin, einem Carbaminy]-Derivat der L(--)-2.3- Diamino-propionsaure, 
unter den Mimosaceen war es nicht sehr tiberraschend, daB auch freie 
L(-++)-2.3-Diamino-propionsiure in dieser Familie vertreten ist. Auch 
Mimosin (Leucaenol), erstmals durch Renz! aus den griinen Pflanzen- 
teilen von Mimosa pudica L. isoliert und spaiter durch Mascré? und 
Kostermans® aus den Samen von Leucaena glauca gewonnen, kann 
als Derivat der L(-+-)-2.3-Diamino-propionsaiure aufgefaBt werden. Es 
besitzt nach Adams und Johnson?” die Formel I, die man sich durch 








* Die spezif. Drehung [a]P: -+ 15,8° unseres Praparates gegeniiber [a]p: 
+ 25,09°8 und 25,0°° friiherer Autoren deutet auf eine partielle Racemisierung 
wahrend der Hydrolyse. 

#2 P. Karrer u. A. Schlosser, Helv. chim. Acta 6, 411 [1923]. 

%> P. Karrer, Helv. chim. Acta 6, 957 [1923]. 

10 H. Steuerle, diese Z. 305, 51 [1956]. 

1S. M. Partridge u. R. C. Brimley, Biochem. J. 51, 628 [1952]. 

2 R. Adams u. J. L. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 71, 705 [1949]. 
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Kondensation von L(-+)-2.3-Diamino-propionséure und einer redukton- ?:3- 
artigen Pentose entstanden denken kénnte. 2.3-Diamino-propionsaure ‘Sl 
lieB sich auBerdem in den Samen von Mimosa hemien- (;H 
dyta nachweisen, die auch sonst das gleiche Aminosaure- 

7 ~_/PH_ Muster besitzen wie die Samen von Mimosa Palmeri. 2,3; 


I Dagegen scheinen die Samen von Mimosa pudica L. diese «re 
N/ Aminosaure nicht zu enthalten. - 
CH. 2.3-Diamino-propionsaure ist bisher erst einmal in yur 


= der Natur als Spaltprodukt von Viomycin, einem Anti- in d 
H—C—NHz  bioticum aus Streptomyces-Arten, angetroffen worden’, ¢in | 


CO,H Prisi 
Besehreibung der Versuche a 
; fs 53 Saat git 
Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Sie wurden im Schmelzblock nach 

Lindstrém bestimmt. ; 
Albizziin: 250 g feingepulverte Samen von Enterolobium cyclocarpum wurden ‘°™ 
zweimal mit je 11 Wasser ausgekocht. Die filtrierten waBrigen Ausziige wurden on 
( ; 


mit 10proz. Bleiacetatlésung von Ballaststoffen befreit und das Filtrat durch H,S 
entbleit. Die filtrierte Lésung wurde kurze Zeit im Vak. erwarmt, um H,S aus- koch 
zutreiben, und dann durch eine Siule mit 600 ml Lewatit S100 (H-Form) ge- des | 
schickt. Es wurde mit etwa 11 Wasser nachgewaschen und anschlieBend mit War. 
2proz. Ammoniak eluiert. Das stark eingeengte Eluat erstarrte zu einem Brei eluie 
feiner Nadeln. Das Albizziin wurde nach zweimaligem Umfiallen aus Wasser und _ Verse 


Alkohol analysenrein erhalten. Ausb. 9,2 g. Schmp. 217° (Zers.). hina 
[x]}?: — 66,2° (c = 4,0, in Wasser). [x]p): — 22,2°(c = 4,24, in n HCl). op 


[x]7s + 3,2° (c = 4,7, inn NaOH) abges 


9 
C,H,N,O, (147.1) Ber. C 32,66 H 6,17 N 28,57. Gef. © 32,65 H 6,21 N 28,47 1(-4) 


von | 
fein | 
einte 
aceta 
wurd 
H,S | 
auf 1 
schicl 
wurd 
Frakt 
unter 
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L(+)-2.3-Diamino-propionsaure-hydrochlorid: 2g Albizziin wurden Resea 
mit 20 ml 48proz. Bromwasserstoffsiure 5 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Die schiec 
Reaktionsmischung wurde im Vak. eingedampft. Zum Riickstand wurde 3mal Yon y 
Wasser zugegeben und wieder eingedampft, um den iiberschiiss. Bromwasserstoff J. Ar 
méglichst vollstandig zu entfernen. Der Riickstand wurde in wenig heiBem Wasser ¢Tmog 
gelost, mit Aktivkohle entfarbt und nach Filtration mit heiBem Alkohol versetzt. 
SS danke 

13H, Haskell, S. A. Fusari, R. P. Frohardt u. Q. R. Bartz, J. Amer. 
chem. Soc. 74, 599 [1952]. 


IR-Spektrum von Albizziin (fest in KBr). 
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2.3-Diamino-propionsaure-hydrobromid kam in kérnigen Kristallen vom 
Schmp. 237° (Zers.) Ausb. 0,8 g. [a]7,’: + 10,1° (c = 2,99, in n HCI). 
(,H,N,O,-HBr (185,0) Ber.C 19,48 H4,90 N15,14 Gef.C 19,60 H4,87 N 15,06 


Das Pikrat schied sich aus einer Lésung von 1,85 g Hydrobromid und 
2,3g Pikrinsiure in wenig heiBem Wasser nach kurzer Zeit in Blattchen oder 
Nadeln ab. Nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Wasser lag der Zers.-P. 
bei 199°. 

Hydrochlorid: Die Lésung von 500 mg Pikrat in etwa 150 ml Wasser 
wurde durch eine Saule 2 x 30 cm, die 10 em hoch mit Dowex 2 (200—400 mesh) 
in der Chlorid-Form gefiilit war, geschickt. Der farblose Durchlauf wurde auf 
ein kleines Volumen eingeengt und hei mit Alkohol versetzt. Es schieden sich 
Prismen bzw. Blattchen aus. Ausb. 95 mg. Zers.-P. 237°. [a]: + 15,89 (c = 5,70, 
in n HCl). 

(,H,N,O,HCI (140,6) Ber. C 25,63 H6,45 N19,93 Gef.C25,19 H6,58 N 19,45 


Isolierung von L(-+)-2.3-Diamino-propionsadure aus den Samen 
von Mimosa Palmert: 

a) Eine nach Steuerle!® vorbereitete ,,[ndikator-Saule* aus Dowex 2 
(OH-Form) wurde mit einer Extraktlésung beschickt, die durch 3maliges Aus- 
kochen von 6 g Samen von Mimosa Palmeri mit 50proz. Methanol, Abdampfen 
des Methanols, Reinigung mit Bleiacetatlbsung und Entbleiung gewonnen worden 
war. Die Séule wurde anschlieBend mit Wasser gewaschen und mit 0,1n HCl 
eluiert. Die aminosdurehaltige Eluat-Fraktion wurde mit 1 ml konz. Salzsiure 
versetzt und im Vak. zur Trockene gebracht. Es wurde noch zweimal Wasser 
hinzugefiigt und eingedampft, um iiberschiiss. Salzsiure zu entfernen. Der Riick- 
stand wurde heif in wenig Wasser gelést und mit heiBem Alkohol versetzt, wobei 
sich das Hydrochlorid ausschied. Nach 2stdg. Aufbewahren im Eisschrank wurde 
abgesaugt und noch zweimal aus Wasser und Alkohol umgefallt. Ausb. 102 mg 
L(+-)-2.3-Diamino-propionsaure-hydrochlorid. Zers.-P. 237°. 

b) 50g grob gemahlene Samen von Mimosa Palmeri wurden durch Sieben 
von einem groBen Teil der schleimreichen Samenschalen befreit, alsdann staub- 
fein gemahlen und dreimal mit 500 ml 50proz. Methanol ausgekocht. Die ver- 
einten Ausziige wurden im Vak. auf die Halfte eingeengt und mit 10proz. Blei- 
acetatlésung versetzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr entstand. Das Filtrat 
wurde durch H,S entbleit, filtriert und durch kurzes Erwarmen im Vak. von 
H,S befreit. Der so erhaltene klare und fast farblose Auszug wurde mit Wasser 
auf 11 gebracht und durch eine Saéule mit 100 ml Lewatit S 100 (H-Form) ge- 
schickt. AnschlieBend wurde die Saéule mit Wasser gespiilt. Die Aminosiéuren 
wurden durch 2proz. Ammoniaklésung eluiert. Die aminosidurehaltige Eluat- 
Fraktion wurde im Vak. zur Trockene gebracht, mit Salzsiure versetzt und wie 
unter a) weiter verarbeitet. Es wurden 940 mg des Hydrochlorids erhalten, 


| 


was einem Gehalt von etwa 2% entspricht. Zers.-P. 237°. [x]}: + 26,1° (c = 5,76, 
in n-HCl). 
C3;H,N,O,-HCI (140,6) Ber. C 25,63 H6,45 N 19,93 Gef. C 25,68 H 6,64 N 19,57 


Herrn Dr. Q. Jones, United States Department of Agriculture, New Crops 
Research Branch, Beltsville, Maryland, danken wir herzlich fiir die Samen ver- 
schiedener Mimosaceen-Arten, insbesondere fiir die Beschaffung gréferer Mengen 
von Enterolobium cyclocarpum- und Mimosa Palmeri-Samen (gesammelt durch 
J. Arguelles und B. G. Schubert in Mexiko), die uns diese Untersuchungen 
erméglicht haben. 


Herrn Dr. E. Biekert, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, ver- 
danken wir Aufnahme und Auswertung von IR-Spektren. 
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Zusammenfassung 


1. Aus den Samen von Enterolobium cyclocarpum wurde Albizziin 
isoliert, das bei der Séurehydrolyse L(-+-)-2.3-Diamino-propionsaure 
liefert. 

2. L(+-)-2.3-Diamino-propionsiure kommt frei in den Samen von 
Mimosa Palmeri und Mimosa hemiendyta vor. Die Aminoséure wurde 
aus den Samen von Mimosa Palmeri dargestellt. 


Summary 
1. Albizziine, which on acid hydrolysis yields L(-+-)-2.3-diamino. 
propionic acid, was isolated from the seeds of Enterolobium cyclocarpum 
2. I.-+-)-2.3-diaminopropionic acid is present in the free state in 
seeds of Mimosa Palmeri and Mimosa hemiendyta. The amino acid was 
isolated from seeds of Mimosa Palmeri. 
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Uber das Vorkommen von Herzynin neben Ergothionein 
in der Samenfliissigkeit des Ebers sowie in Rinder- 
Erythrocyten und die biologische Beziehung 
der beiden Basen zueinander 


Von 
D. Ackermann, P. H. List und H. G. MenBen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie 
der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1953) 


Ergothionein ist schon fast 50 Jahre bekannt! und neben seiner 
ersten Fundstelle, dem Mutterkorn, seither in zahlreichen tierischen 
Organen, im Blut, im Sperma und in pflanzlichem Material?-? nach- 
gewiesen worden. Dennoch sind weder seine physiologische Bedeutung 
noch seine biologische Entstehung bisher vollig geklart. Neben der Ver- 
mutung, daf Ergothionein nicht im tierischen Organismus gebildet, 
sondern mit der Nahrung aufgenommen werde’®, liegen experimentelle 
Befunde vor, die die Entstehung des Ergothioneins aus Histidin in 
niederen Pflanzen, nicht aber im Tier beweisen®. Ob allerdings der 
tierische Organismus tatsichlich nicht in der Lage ist, Ergothionein 
zu synthetisieren, scheint noch nicht sicher zu sein. Melville?® hat 
zwar !@C-markiertes Histidin an Ratten verabreicht und dann kein 
markiertes Ergothionein gefunden, doch miiBten diese Versuche auch 
an anderen Tieren wiederholt werden. AuBerdem ist, abgesehen von 
Haferflocken® und dem Coprinus comatus’, noch kein Nahrungsmittel 
bekannt, das als Quelle fiir Ergothionein in Frage kime. 

Unklar ist weiterhin, welcher der beiden méglichen Wege zur Bio- 
synthese beschritten wird. Histidin kann einerseits zuerst durch Kin- 
fiihren einer Sulfhydrylgruppe in 2-Thiol-histidin und dieses dann durch 
vollstindige Methylierung in der Seitenkette in Ergothionein iibergefiihrt 

1C. Tanret, J. Pharmac. Chim. 30, 145 [1909]. 

2 E. Miller in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.- 
chem. Analyse, Bd. III/2, 8S. 1151ff. Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 

3 §. R. Benedict, E. B. Newton u. I. A. Behre, J. biol. Chemistry 67, 
267 [1926]. 

4 T. Mann u. E. Leone, Biochem. J. 58, 140 [1953]. 

5 H. Heath u. J. Wildy, Nature [London] 179, 196 [1957]. 

6 D. B. Melville, J. biol. Chemistry 218, 647 [1956]. 

7 P. H. List, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 290/62, 517 [1957]. 

8 D. B. Melville, W. B. Horner u. R. Lubschez, J. biol. Chemistry 206, 
221 [1954]. 

® H. Heath u. J. Wildy, Biochem. J. 68, 407 [1958]. 

10 —D, B. Melville, W. H. Horner, C. C. Otken u. M. L. Ludwig, J. biol. 
Chemistry 218, 61 [1955]. 
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werden. Andererseits aber kann auch die Methylierung zuerst erfolgen, 


wobei das Histidinbetain entstiinde, das dann durch Einfiihrung der 


Sulfhydrylgruppe seinerseits Ergothionein lieferte. 
HC (—CH,-CH-CO,H 
N NH NH, 
C 
SH 3 
; 2-Thiol-histidin \ 
(—CH,-CH-CO,H *HC-—-C—CH,-Cif 
NH NH, ‘ oN NH ong 
; . 
HC C—CH,-CH-CO, ' 
- ‘i SH 
Histidin N NH = ®N(CHs), Ergothione 


Herzynin 


Aus folgenden Griinden scheint der erste Weg, vor allem nach zahl- 
reichen Ergebnissen der Arbeitsgruppen um Heath und um Melville, 
von der Natur nicht beschritten zu werden: 

Das Zwischenprodukt 2-Thiol-histidin konnte aus keinem der unter- 
suchten Materialien gewonnen oder auch nur nachgewiesen werden. 
Wiihrend 4C-markiertes Histidin in Kulturen von Claviceps purpurea 
markiertes Ergothionein lieferte®, konnte durch Neurospora crassa 
Thiolhistidin-[®S| nicht in Ergothionein-[*S] verwandelt werden!, 
Wohl aber fanden Wildy und Heath Ergothionein-[*S], wenn sie dem 
Substrat von Mutterkornkulturen Methionin-[*S] zufiigten!. 

Dies alles spricht gegen die Bildung des Ergothioneins nach dem 
ersten Syntheseweg. Dagegen ist die zweite Moéglichkeit der Bildung 
iiber das Histidinbetain, das von Kutscher entdeckte Herzynin!*, durch 
die Arbeiten von Ackermann und List wahrscheinlicher geworden. 
Sie fanden beide Stoffe nebeneinander im Pfeilschwanzkrebs Limulus 
polyphemus™, und der eine von ihnen erzielte bei der Untersuchung des 
Pilzes Coprinus comatus einen gleichen Befund'®, Auch Heath! kam 
zu der Vermutung, daB Histidin erst methyliert und dann der Schwefel 
eingefiihrt werde. 





1 PD. B. Melville, S. Eich u. M. L. Ludwig, J. biol. Chemistry 224, 
871 [1957]. 

2 J. Wildy u. H. Heath, Biochem. J. 64, 612 [1956]. 
13 F. Kutscher, Zbl. Physiologie 24, 775 [1910]. 
14 D—. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 313, 30 [1958]. 
15 P. H. List, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges., 291/63, 502 [1958]. 
16H. Heath u. J. Wildy, Biochem. J. 68, 407 [1958]. 
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Nachdem nun die beiden Stoffe sowohl in einem niederen Tier als 
auch in einem Pilz nebeneinander auftraten, sollte gepriift werden, ob 
im Ebersperma, das bekanntlich viel Ergothionein enthalt?, ebenfalls 
Herzynin zu finden sei. Bei der schwierigen Beschaffung des Ausgangs- 
materials waren wir froh, dab wir gelegentlich der Kastration eines 
vorher zur Zucht verwendeten Ebers Hoden und Nebenhoden des Tieres 
erhielten und ebenfalls untersuchen konnten. Dabei ergab sich zu unserer 
Uberraschung, daB nicht nur Herzynin, sondern auch Ergothionein in 
beiden Organen fehlte. Dagegen waren die beiden Verbindungen im 
Ejakulat eines anderen Ebers nach Trennung der Extraktivstoffe in 
Purin- und Arginin-Histidin-Fraktion papierchromatographisch und 
papierelektrophoretisch neben Histidin eindeutig nachzuweisen. 

In einem weiteren Versuch konnte von uns auch im Rinderblut 
Herzynin neben Ergothionein und Histidin ermittelt werden. 

Diese Befunde sprechen dafiir, daB Herzynin als Zwischenstufe der 
Synthese des Ergothioneins aufzufassen sein diirfte — allerdings unter 
der Voraussetzung, daB der tierische Organismus tiberhaupt zu dieser 
Synthese fahig ist. Das Fehlen von Ergothionein und seiner ,,Vor- 
stufe‘’ in Hoden und Nebenhoden des Ebers weist vielleicht auf die 
physiologische Bedeutung hin. Das im Sperma gefundene Ergothionein 
scheint aus den Glandulae vesiculosae oder aus den Cowperschen 
Driisen zu stammen, die beim Schwein besonders groB sind, wahrend 
die Prostata nur klein ist!?. Wie nimlich Mann und Leone‘? zeigten, 
hebt Ergothionein die durch Cu-Ionen oder H,O, hervorgerufene Hem- 
mung der Spermienbeweglichkeit auf. 

Bewiesen ist durch unsere Arbeiten bisher nur, da®B iiberall dort, 
wo wir Ergothionein fanden, auch Herzynin in nachweisbaren bzw. 
isolierbaren Mengen vorlag. Ob dieses tatsiichlich das Zwischenprodukt 
der Biosynthese darstellt, muB in Versuchen mit radioaktiv markiertem 
Herzynin noch geklirt werden. Dabei ist weiterhin die Frage nach der 
Fiihigkeit des tierischen Organismus zur Synthese des Ergothioneins 
zu untersuchen. 





Beschreibung der Versuche 
Hoden- und Nebenhoden-Extrakt 

Der waBr. Extrakt von je 925g Hoden und 287 g Nebenhoden des Ebers 
wurde eingeengt und mit 20-proz. Trichloressigsiure ausgefallt. Den durch Zentri- 
7 . + 7 . . ~ ‘ y 
fugieren gewonnenen Uberstand atherten wir bei Gegenwart von 5% Schwefel- 
siure dreimal aus, faillten nach Abblasen des Athers mit Phosphorwolframsaure 
(PWS) und gewannen unter Anwendung von Silbersulfat aus den mit Baryt 
zerlegten Basen-Phosphorwolframaten in bekannter Weise eine Purinbasen-, 
Silberbaryt-(Histidin-Arginin-) und eine Lysin-Fraktion. 

In keiner der aus Hoden- und Nebenhoden erhaltenen Fraktionen lieBen 
sich Ergothionein oder Herzynin papierchromatographisch nachweisen. 


17 Ellenberg-Baum, Handb. d. vergl. Anatomie d. Haustiere, 18. Aufl. 
Springer-Verlag, Berlin 1943. 
3a 
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Samenfliissigkeit des Ebers 
140 ccm Samenfliissigkeit, die mit Hilfe einer von der Fa. Hauptner, 
Miinchen, in den Handel gebrachten kiinstlichen Schweinevagina gewonnen worden 
waren, wurden in Alkohol konserviert. Der weiBe, flockige Niederschlag wurde 
durch Kieselgurfiltration abgetrennt, worauf wir mit Trichloressigsdure reinigten, 
mit PWS fallten und wieder eine Purinbasen-, Silberbaryt- und eine Lysin-Fraktion 
erhielten. In der Purinfraktion fand sich papierchromatographisch Ergothionein. 
Lésungsmittel: 
1 Butanol/Eisessig/Wasser 6:1:2  &y = 0,17 Diazo (sodaalkalisch) orange, 
II Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 fj 0,22 beim Betupfen mit Natronlauge 


IIL Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:1, violett ; Dragendorff ziegelrot. 
Papier mit 0,2% Na-Acetat ge- Ry = 0,20. 
puffert. 


Papier: Schleicher & Schiill 2043b Mgl. Es wurde stets absteigend 
chromatographiert. Alle Ry-Werte stellen Mittel aus mehreren Versuchen dar. 

In der Silberbaryt-Fraktion war kein Ergiothionein, jedoch Herzynin nach- 
zuweisen. 


Lésungsmittel I Ry = 0,11 Diazo (sodaalkalisch) rot, 
Lésungsmittel IT Ry = 0,16 Dragendorff ziegelrot 


Lésungsmittel III Ry = 0,19 

In der Lysinfraktion fehlten beide Basen. 

Um die papierchromatographisch erhaltenen Befunde zu erharten, wurden 
simtliche Fraktionen neben den Vergleichssubstanzen wie folgt der Elektro- 
phorese unterworfen: 

Papier: S & 8S 2317 

Puffer: Pyridin/Hisessig/W asser 9:1:10; pH 6,5. 

Spannung: 350 V (= 10 V/cm); Zeit: 4 Stdn. 

Wanderungswege: Ergothionein 1,0 cm, Histidin 10,3 em, Herzynin 14,4 cm, 

Die elektrophoretische Wanderung ist in der Abbildung dargestellt. 
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Erythrocyten 


Die auf der Zentrifuge mit 0,9proz. Natriumchloridlésung gewaschenen roten 
Blutkérperchen von 41 Rinderblut wurden mit Wasser und Alkohol haimolysiert. 
Nach Beseitigung des EiweiBes mit Bleiacetat und Ausitherung bei schwefelsaurer 
Reaktion folgte, als der Ather vertrieben war, eine Fallung mit PWS. Die hieraus in 
bekannter Weise gewonnene Lésung der freien Basen wurde stark eingeengt und 
papierchromatographisch untersucht. Mit sodaalkalischer Lisung von Diazobenzol- 
sulfonsaure entstanden Flecken bei 2 0,107 auf der gleichen Héhe wie authen- 
tisches Herzynin und Ry 0,188 auf der gleichen Hohe wie Ergothionein. Der Fleck 
des Ergothioneins wurde wie zu erwarten mit NaOH violett. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel und Herrn Regierungsrat Hoesch sowie Herrn Maske 
vom Staatlichen Versuchsgut Schwarzenau fiir ihre Hilfe bei der Beschaffung des 
Ausgangsmaterials. 


Zusammenfassung 


Im Ejakulat des Ebers und in den roten Blutkérperchen des Rindes 
konnte neben Ergothionein auch Herzynin papierchromatographisch und 
papierelektrophoretisch sicher nachgewiesen werden. Da diese beiden 
Basen auch in Limulus polyphemus und dem Pilz Coprinus comatus 
nebeneinander gefunden wurden, scheint der natiirliche Syntheseweg 
vom Histidin ttber das Herzynin zum Ergothionein zu verlaufen. 


Summary 


In boar ejaculate and in the blood corpuscles of cattle, ergothioneine 
and herzynin can be detected with certainty using paper chromato- 
graphic and paper electrophoretic techniques. The fact that these two 
bases are also found together in Limulus polyphemus and in Coprinus 
comatus suggest the natural synthetic route: Histidine to herzynin to 
ergothioneine. 
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Quantitative Bestimmung der Acetalphosphatide 
(Plasmalogen) in der Aorta des Menschen unter 
Beriicksichtigung der Arteriosklerose 
Von 
Eekhart Buddecke und Gertrud Andresen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 
(Direktor Prof. Dr. Dr. G. Weit zel) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1958) 


Robert Feulgen zum Geddchtnis 


Seit der Entdeckung des Plasmalogens und der Aufstellung der 
Gruppe der Acetalphosphatide durch Feulgen?® sind wesentliche Fort- 
schritte bei der Konstitutionsaufklarung dieser Stoffklasse erzielt wor- 
den*. Dagegen sind die bisherigen Kenntnisse tiber ihre biologische Be- 
deutung noch gering, obgleich das Plasmalogen tbereinstimmend als 
biologisch aktives Zwischenprodukt des Fettstoffwechsels angesehen 
wird! und nach histochemischen Befunden der Ausfall der Plasmal- 
reaktion einen generellen Einblick in die Dynamik des Fettstoffwechsels 

estattet®. Nach den bisherigen Ergebnissen ist eine erhéhte Aktivitat 
8 L g 

im Fettstoffwechsel auch von einer Vermehrung des Plasmalogens be- 
gleitet®. 

Eigene Untersuchungen’ iiber den Fettstoffwechsel bei Arterio- 
sklerose fiihrten zu der Annahme, da an der fiir arteriosklerotische 
Prozesse typischen Anhiiufung pathologischer Mengen von Cholesterin 
bzw. Cholesterinestern ein Wirkstoffmangel mit Versagen des Eigenstoff- 
wechsels der GefaiBwand ursichlich beteiligt ist. Nachdem neben der 
Cholesterinvermehrung auch fiir die Gesamtphosphatide®® sowie fiir die 

' TIT. Mitteil.: E. Buddecke, diese Z. 310, 199 [1958]. 

2 R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
206, 389 [1924]; R. Feulgen u. K. Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]; 
R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]; R. Feulgen u. H. Griin- 
berg, diese Z. 257, 161 [1939]. 

3H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]; G. V. Marinetti, J. Erbland 
u. E. Stotz, J. Amer. chem. Soc. 80, 1624 [1958]; E. Klenk u. G. Krickau, 
diese Z. 308, 98 [1957]. 

4 E. Klenk, 3. Kolloquium der Deutsch. Ges. Physiol. Chemie, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1952; K. Voit u. H. Seckfort, Dtsch. Med. Wschr. 80, 241 
[1955]; dieselben, Z. Histol. Topochemie 4, 20 [1957]. 


> E. Tonutti, Z. mikr. anat. Forschung 51, 346 [1942]. 
6 G. Méckel, diese Z. 277, 135 [1943]. 
7 ¢ 


[1956]; 


«x 


x, Weitzel, H. Schon, F. Gey u. E. Buddecke, diese Z. 304, 248 
+, Weitzel u. E. Buddecke, Klin. Wschr. 34, 1172 [1956]. 

G. Hevelke, Dtsch. Arch. klin. Med. 208, 528 [1956]. 

E. Buddecke, diese Z. 310, 182 [1958]. 
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Einzelfraktionen der Sphingomyeline und Lecithine!® und weiterhin fiir 
die Galaktoside™ eine Zunahme in der arteriosklerotischen Gefai®wand 
bewiesen werden konnte, war die Frage nach dem Verhalten der fett- 
stoffwechselaktiven Acetalphosphatide (Plasmalogen) bei Arteriosklerose 
von Interesse. 

Da Untersuchungen tiber den Gehalt von Acetalphosphatiden in 
den GefaBwanden bisher tiberhaupt fehlten, fiihrten wir Plasmalogen- 
bestimmungen an nicht-arteriosklerotischen menschlichen Aorten ver- 
schiedener Altersklassen und an arteriosklerotischen GefaiBabschnitten 
durch. Die gleichzeitige Bestimmung der Gesamtlipide sowie des freien 
und veresterten Cholesterins wurde dabei zur weiteren Klarung der 
Beziehungen der Acetalphosphatide zur Arteriosklerose herangezogen. 


Material und Methodik 


Zur Untersuchung gelangten aus dem Sektionsgut des Pathologischen Insti- 
tutes der Universitat GieBen* stammende menschliche Aorten beiderlei Geschlech- 
tes im Alter zwischen 27 und 82 Jahren. 

Nach vollstandiger praparativer Abtrennung der Adventitia wurden aus der 
Aorta thoracalis im Bereich des Abgangs der 3.—6. Aorta intercostales Gewebs- 
proben von etwa 1 g Frischgewicht entnommen. Bei Vorhandensein arteriosklero- 
tischer Herde wurden — wenn médglich — auch arteriosklerosefreie Bezirke, 
sonst jeweils verschiedene Abschnitte mit unterschiedlichem arteriosklerotischem 
Befall, untersucht, so daB ein direkter Vergleich arteriosklerosefreier und arterio- 
sklerotischer bzw. weniger und starker befallener Gewebsabschnitte der gleichen 
Aorta méglich war. Auf eine besondere Beriicksichtigung des Zeitfaktors beziig- 
lich postmortaler Verainderungen des Plasmalogengehaltes konnte verzichtet 
werden, da der Gehalt an bestimmbarem Plasmal bei Aufbewahrung der Organe 
im Kihlraum iiber langere Zeit praktisch konstant bleibt. Die bisher auf Aorten- 
gewebe noch nicht angewandte Bestimmung von Acetalphosphatiden ist ini Ver- 
suchsteil niher beschrieben. 

Ergebnisse 

Die Einzelwerte fiir den Gehalt an Plasmal und Gesamtcholesterin 
(in °, der Gesamtlipide) sind in den Abb. 1 und 2 enthalten. Vergleichs- 
werte fiir arteriosklerosefreie Bezirke und Gewebeabschnitte mit arterio- 
sklerotischem Befall in der gleichen Aorta haben jeweils den gleichen 
Abszissenwert. Auf der Ordinate ist das Untersuchungsgut nach dem 
Lebensalter geordnet. In der Tabelle wurde eine Aufschliisselung des 
Untersuchungsgutes in drei Altersgruppen vorgenommen. (Gruppe 1: 
27—40; Gruppe 2: 41—60; Gruppe 3: 61—82 Lebensjahre.) Mittelwerte 
und Standardabweichungen der einzelnen Altersgruppen fiir Gesamt- 
lipide, freies und verestertes Cholesterin und Plasmal, bezogen auf das 
Aortenfrisch- und -trockengewicht, erlauben einen zusammenfassenden 
+ . . 7 
Uberblick der Ergebnisse. 


10 R. G. Buck, A.M.A. Arch. Pathol. 51, 319 [1951]; R. G. Buck u. 
2. J. Rositter, A.M.A. Arch. Pathol. 51, 224 [1951]. 

18. Weinhouse u. E. F. Hirsch, Arch. Pathology 29, 31 [1940]. 

* Herrn Prof. Dr. Rotter, Direktor des Pathologisch-Anatomischen Insti- 
tutes der Universitat GieBen, danken wir fiir die freundliche Uberlassung des 
Untersuchungsgutes. 
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a) Verhalten der Acetalphosphatide in Abhangigkeit 
vom Lebensalter: Die Plasmalwerte fiir die arteriosklerosefreie Aorta 
des erwachsenen Menschen liegen in einem relativ engen Streuungs- 
bereich und ergeben einen Durchschnitt von 0,025°%, (0,099°%), bezogen 
auf das Frischgewicht (Werte fiir das Trockengewicht in Klammern), 
Dieser Wert ist, verglichen mit anderen Phosphatiden, gering (Lecithin 
0,15°%, Sphingomyelin 0,21°/,)!°, liegt jedoch mehrfach hoher als der 
entsprechende Wert im Blut (0,010°, fiir Plasmalogen) und in der 
gleichen GroBenordnung wie Werte parenchymatéser Organe. Ein direk- 
ter Vergleich mit anderen Phosphatiden ist jedoch deshalb nicht még. 
lich, weil diese Werte fiir das freie Plasmal gelten und bei Umrechnung 
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Abb. 1. Plasmagehalt normaler (©) und arteriosklerotischer (@) Aorten in ver- 
schiedenen Lebensaltern beim Menschen (in % des Gesamtfetts). 

Abb. 2. Cholesteringehalt normaler (©) und arteriosklerotischer (@) Aorten in ver- 
schiedenen Lebensaltern beim Menschen (in % des Gesamtfetts). 


auf Plasmalogen noch mit dem Faktor 2,95 zu multiplizieren sind (an- 
genommenes mittleres Mol.-Gewicht der Acetalphosphatide: 750). Uber- 
blickt man den Altersgang im Verhalten des Aortenplasmalogens, so 
sind charakteristische Unterschiede gegeniiber den Gesamtlipiden und 
dem Cholesterin erkennbar. Wiihrend die Gesamtlipide zwischen dem 
3. und 8. Lebensdezennium in der arteriosklerosefreien Aorta, bezogen 
auf Frischgewicht, einen durchschnittlichen Anstieg (Ausgangswerte 
= 100°.) auf 160°(,, das freie Cholesterin auf 155°, und das veresterte 
Cholesterin sogar eine Vermehrung auf iiber 200°, zeigen, sinkt der 
Gehalt an Plasmalogen im gleichen Zeitraum um fast 25°, des Aus- 
gangswertes ab. Dieser Plasmalschwund kommt bei Beziehung auf die 
Gesamtlipide noch deutlicher zum Ausdruck, bei gleichzeitigem Anstieg 
beider Cholesterinfraktionen sinkt der prozentuale Anteil an Plasma- 
logen von 1,34 auf 0,81, also um 40°), ab. Die fallende Tendenz der 
Plasmalwerte zeigt sich auch innerhalb der einzelnen Altersgruppen 
(Einzelwerte). 
b) Veranderungen des Acetalphosphatidgehaltes bei 
Arteriosklerose: Die Durchschnittswerte fiir das Plasmalogen in 
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arteriosklerotischen Aorten zeigen innerhalb der Gruppen [b bis IIIb | 


oO 


nicht nur eine fallende Tendenz mit einer Abnahme von 0,020 auf 0,017°, | 


(0,083 auf 0,067 °,,), sondern liegen auch fiir die einzelnen Untersuchungs- 
gruppen jeweils tiefer als die Werte fiir nicht-arteriosklerotische Aorten. 
Eine Durchsicht der Einzelwerte ergibt dabei eine direkte Beziehung 
zwischen dem Schweregrad des arteriosklerotischen Befalls und dem 
Plasmalogenverlust: Je gréBer die von einer Arteriosklerose befallene 
Flaiche im untersuchten Gewebsabschnitt ist (ausgedriickt in °,), um 
so geringer ist der Plasmalgehalt, so daB bei 70—100°% Befail die nied- 
rigsten Plasmalwerte gefunden werden, die mit Werten von 0,011 bis 
0,012 itiber 50°, tiefer liegen als die Normalwerte. In den Gesamtlipiden 
betragt der Abfall des Plasmalogens sogar 70°). 

DaB in den arteriosklerotischen Herden gegeniiber nicht befallenen 
Bezirken der Gehalt an Plasmalogen abnimmt, wird besonders deutlich, 
wenn man arteriosklerosefreie und arteriosklerotische Gewebsabschnitte 
der gleichen Aorta vergleicht, da hier etwaige durch den Aufarbeitungs- 
gang oder durch postmortale Veriinderungen bedingte Unterschiede 
fortfallen: Innerhalb derselben Aorta liegt der Plasmalgehalt in arterio- 
sklerotischen Plaques ausnahmslos tiefer als in dem in unmittelbarer 
Niihe liegenden arteriosklerosefreien Abschnitt. In arteriosklerotischen 
Herden zeigt der Plasmalverlust also keine Abhingigkeit vom Lebens- 
alter, sondern wird bestimmt durch die Schwere des lokal ablaufenden 
arteriosklerotischen Prozesses und kann auch schon im 5. Dezennium 
schwere Formen erreichen. 

ce) Beziehungen zwischen Cholesterin und Acetalphos- 
phatiden bei Arteriosklerose: Vergleicht man die fiir das freie und 
veresterte Cholesterin in arteriosklerotischen Aorten gefundenen Werte 
mit den entsprechenden Plasmalwerten, so ist ein reziprokes Verhalten 
erkennbar. Entsprechend der Tatsache, da in héheren Altersklassen 
im Durchschnitt auch schwerere arteriosklerotische Veriinderungen an- 
getroffen werden, steigt in arteriosklerotischen Aorten der Gehalt fiir 
das freie und veresterte Cholesterin mit zunehmendem Alter durch- 
schnittlich auf das 2,5- bzw. 3fache an. Bezieht man auf die arterio- 
sklerosefreien Aorten der Gruppe I, so betriigt der Anstieg sogar das 
3,5- bzw. 10fache der Ausgangswerte. Diesem aus zahlreichen Unter- 
suchungen bekannten Cholesterin-Anstieg steht ein Plasmalogen- 
Abfall gegeniiber; eine Betrachtung der Einzelwerte ergibt, daB in der 
gleichen Aorta jeweils die héchsten Cholesterinwerte mit den tiefsten 
Plasmalwerten zusammentreffen. Der Grad der pathologischen Chole- 
sterinanhaufung in arteriosklerotischen Herden ist also dem Ausmal 
des Plasmalschwundes direkt proportional. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Ergebnisse der erstmalig im Aortengewebe durchgefihrten 
Plasmalbestimmungen in verschiedenen Lebensaltern und Arterio- 
skierosestadien beim Menschen zeigen eindeutig, daB unter den Lipid- 
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fraktionen der Aortenwand den Acetalphosphatiden eine Sonderstellung 
zukommt. Wihrend Gesamtlipide, Cholesterin, Cholesterinester und, 
wie friiher beschrieben®, auch Gesamtphosphatide im Laufe des Lebens 
kontinuierlich an Menge zunehmen und es bei arteriosklerotischen Pro- 
zessen zu weiteren z.T.erheblichen Zunahmen der einzelnen Lipid- 
fraktionen kommt, zeigen die Acetalphosphatide — gemessen an der 
Menge des bestimmbaren Plasmals — ein entgegengesetztes Verhalten. 
Ihre absolute und relative Abnahme in bezug auf Gesamtlipide, Frisch- 
gewicht und Trockengewicht der Aorta steht weiterhin im Gegensatz 
zum Verhalten anderer bisher untersuchter Lipidfraktionen, unter 
denen (mit Ausnahme der Kephaline) Lecithin, Sphingomyeline und 
Galaktoside ebenfalls an der generellen Lipidvermehrung in der arterio- 
sklerotischen GefiBwand beteiligt sind. 

Die Tatsache, daB sich der prozentuale Abfall des Plasmals mit zunehmendem 
Alter und bei Arteriosklerose nicht nur bei Beziehung auf die Gesamtlipide, 
sondern auch auf das Frisch- und Trockengewicht der Aorta zu erkennen gibt, 
beweist, daB es sich nicht um eine relative, durch gleichzeitigen Anstieg der Ge- 
samtlipide bedingte Verminderung des Plasmals handelt, sondern daB eine absolute 
Abnahme vorliegt. Die im Gegensatz zu den Cholesterinfraktionen geringen 
Standardabweichungen der einzelnen Mittelwerte fiir das Plasmal zeigen weiter- 
hin, daB dieser Effekt mit gréBerer RegelmaBigkeit und in geringerem Streuungs- 
bereich auftritt als beispielsweise die Zunahme der Cholesterinfraktionen (s. Abb. 2). 

Diese Befunde erlauben eine Reihe von Riickschliissen auf den 
Lipidstoffwechsel der arteriosklerotischen GefiBwand. Da die Acetal- 
phosphatide bei hohem Lipidumsatz in besonders groBer bzw. erhohter 
Menge angetroffen werden (z. B. im wachsenden Fettgewebe5, Nerven- 
gewebe!2), gilt ihre Menge als MaB fiir die jeweilige Aktivitaét des Fett- 
stoffwechsels. Fiir die Abnahme der Acetalphosphatide in arteriosklero- 
tischen Herden gegeniiber dem gesunden Aortengewebe ergibt sich daraus 
die Deutung, daB der in arteriosklerotischen Herden vorhandenen Lipid- 
vermehrung nicht ein erhéhter Lipidumsatz mit spezieller Vermehrung 
der Cholesterinsynthese zugrunde liegt, sondern daB es sich um ein 
Versagen des Fettstoffwechsels mit Anhaiufung pathologischer Mengen 
nicht umgesetzten Substrates im Sinne einer ,,Wirkstoffmangelhypo- 
these‘? der Arterioskleroseentstehung handelt. Danach wire die Ab- 
nahme der Aktivitit des Lipidstoffwechsels in der GefaiBwand bedingt 
durch einen Mangel an fermentaktivierenden Wirkstoffen, als deren 
meBbarer Ausdruck es einerseits zu pathologischer Cholesterinablage- 
rung, andererseits jedoch zu einer Abnahme im Gehalt der stoffwechsel- 
aktiven Acetalphosphatide kommt. 


Beschreibung der Bestimmungsmethode 


Da fiir die Durchfiihrung der Plasmalbestimmung in Organen besondere 
Vorschriften gelten und die Methode auf Aortengewebe bisher noch nicht an- 
gewandt wurde, ist der Aufarbeitungs- und Bestimmungsgang an je einem Beispiel 
der Untersuchungsgruppen I—III beschrieben: 


"2-H. Christl, diese Z. 298, 84 [1953]. 
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a) Plasmalbestimmung: 0,9899 (1,0606, 1,1497) g auf dem Gefriermikro.| 
tom geschnittenes Aortengewebe der Aorten Nr. 275 (433,606) werden mit 29,7) 
(31,8, 34,5) ml Isopropylalkohol versetzt und unter Schiitteln 15 Min. extrahiert,| 
Durch ein kleines Faltenfilter wird in eine Biirette filtriert und nach genauer 
Volumenbestimmung die Hilfte des Filtrates (Originalextrakt) zur Bestimmung 
der Gesamtlipide (b) zuriickbehalten. Von der anderen Halfte des Filtrates werden 
durch Zugabe von Isopropylalkohol verschiedene Verdiinnungsstufen hergestellt, 
die je 1/,, 1/;, und 1/, des Originalextraktes enthalten und von denen je 2 ml 
zur Doppelmikrobestimmung nach |. c.!* verwandt werden. Da auch im Aorten. 
gewebe Originalextrakt und 1. Verdiinnungsstufe (!/,) bei der Ausfiihrung der 
Plasmalreaktion den ,,Fetteffekt*‘ geben, werden nur die Farbansitze der zweiten 
(4/,) und dritten (1/,) Verdiinnungsstufe zur Auswertung herangezogen. Dic 
Extinktionswerte fiir die zweite Verdiinnungsstufe (0,350, 0,320, 0,198) und die 
dritte Verdiinnungsstufe (0,176, 0,156, 0,102) miissen innerhalb der Fehlergrenze 
der Methode den Verdiinnungen proportional sein. Die Berechnung erfolgt unter 
Zugrundelegung der Extinktionswerte fiir die dritte Verdiinnungsstufe nach 

E+ 23+ K = mg Plasmal/100 g Frischgewicht 

(Z = Extinktion bei 10 mm Schichtdicke, Elko II, Filter S 53, K = 20,4). 
Daraus ergeben sich 28,72 (25,46, 16,65) mg Plasmal/100 g Aortenfrischgewicht 

b) Gesamtfettbestimmung: Das nach Isopropylalkoholextraktion zuriick. 
bleibende Aortengewebe wird mit Filter im Soxhlet zuerst mit Alkohol und dam 
mit Ather extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit Alkohol auf 200 ml 
aufgefiillt und davon 100 m/ zu dem unter a) zuriickbehaltenen Originalextrakt 
gegeben. Nach Abdampfen des Lésungsmittelgemisches in vorgewogenen Rund- 
kolben erhalt man nach Multiplikation mit dem Faktor 2 die Gesamtlipide mit 
15,4 (22.6, 32,0) mg, die nach 1. c.? weiterverarbeitet werden. 


Zusammenfassung 

In arteriosklerosefreien und arteriosklerotischen menschlichen Aor. 
ten verschiedener Altersklassen wurde der Gehalt an Acetalphospha- 
tiden (Plasmal) bestimmt. 

Der Normalwert fiir die Aorta des erwachsenen Menschen betrigt 
fiir das freie Plasmal im Durchschnitt 0,025°%, des Aortenfrischgewichtes 
(1,34°;, der Gesamtlipide). Mit zunehmendem Lebensalter kommt es 21 
einem kontinuierlichen Absinken des Aortenplasmals, das — bezogen 
auf die Geamtlipide — zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr nur noc! 
60°, des Normalwertes (0,81°,,) betriigt. Im arteriosklerotischen Aorten. 
gewebe kommt es unabhiingig vom Lebensalter zu einem weiterer 
Plasmalverlust, dessen Ausmaf der Schwere der arteriosklerotische! 
Veriinderungen parallel geht und im Durchschnitt 70% (0,41°% der 
Gesamtlipide) betragt. 

Gleichzeitige Bestimmungen des freien und veresterten Cholesterin: 
lassen ein reziprokes Verhalten der Plasmal- und Cholesterinwerte in 
Altersgang und bei Arteriosklerose erkennen. 


Summary 


In arteriosclerosis-free and arteriosclerotic aorta from humans 0! 
different ages the content of acetalphosphatides (plasmal) was deter. 
mined. 


3 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951) 
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The average normal content of free plasmal in adult human aorta 
is 0.025° of the fresh weight of the aorta (1.34° of the total lipids). 
Plasmal content decreases regularly with increasing age so that between 
the ages of 60 to 80 years the plasmal content is only 60°, of the normal 
value (0.81°, of the total lipids). In arteriosclerotic aorta tissue there 
is a further decrease independent of age which parallels the severity 
of arteriosclerotic damage and may average 70°, (0,41°,, of the total 
lipids). 

Simultaneous determination of free and esterified cholesterin 
reveals a reciprocal relationship between plasmal and cholesterin content 
with age and with arteriosclerosis. 
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Notiz itiber die Zusammensetzung der Alginsaure 
von Macrocystis pyrifera 
Von 
Roy L. Whistler und Kenneth W. Kirby 


Aus dem Department of Biochemistry, Purdue University, Lafayette, Indiana 


Der Schriftleitung zugegangen am 22. September 1958 


Alginsaure ist in einer Reihe von Veréffentlichungen als ein Poly. 
saccharid beschrieben worden, das lediglich aus 1.4 verkniipften f-D. 
Mannuronsiureresten aufgebaut ist!. Vor einiger Zeit wiesen nun 
Fischer und Dorfel? L-Guluronsiaure als zweite Uronsiurekomponente 
in 22 verschiedenen Braunalgenarten europaischer Herkunft nach. Der 
Hauptteil der in den USA handelsiiblichen Alginséiure stammt von 
Macrocystis pyrifera, einer Algenart, die von der europiischer Quellen 
verschieden ist und deren Untersuchung in Hinblick auf die Befund 
von Fischer und Dorfel Bedeutung zukommt. 

Mittels chromatographischer Arbeitsmethoden, ahnlich denen ge. 
nannter Autoren?, konnten auch im Hydrolysat der Alginsaure der 
Macrocystis pyrifera zwei Uronsiuren aufgefunden werden. Nach Lac. 
tonisierung eines Teils des Hydrolysats (an Cellulosepulver adsorbiert 
und 1 Tag bei 60° im Vakuumofen gehalten) wurden papierchromato- 
graphisch zwei Lactone nachgewiesen (Ry 0,39 und 0,7; Whatman | 
Essigester/Pyridin/Wasser 40:11:6)?. Der Ry-Wert eines Lactons. is! 
identisch mit dem des D-Mannurons (Ry 0,39), der andere ist sowohl 
von dem des D-Mannurons als auch von dem des D-Glucurons (Ry 0,49 
verschieden. Zur Isolierung der beiden Komponenten wurde das Algin- 
siurehydrolysat zur weitgehenden Lactonisierung 5 Tage wie oben an- 
gedeutet behandelt und anschlieBend, nach Fischer und Dérfel, ai 
einer Cellulosesiule eluierend chromatographiert. Eine scharfe Auf. 
trennung der Lactone wurde beobachtet. Die Fraktion mit dem Ry 
Wert 0,7 wurde durch einen Kationenaustauscher (Amberlite IR 120-H 
geschickt und zum Sirup ecingeengt, woraus das erwartete Lacton mit 
heiBem Essigester extrahiert werden konnte. Das Rohprodukt wurd 
aus Essigester umkristallisiert, Schmp. 142,5°; [a]p: +- 79° (c=0,1, Was. 
ser). Diese Werte stimmen mit denen fiir L-Guluron von Fischer uné 
Dorfel? gefundenen Werten iiberein. Die Oxydation einer kleine! 


18.K.Chanda, E. L. Hirst, E. G. V. Percivalu. A.G. Ross, J. chem. Soc 
[London] 1952, 1833; E. L. Hirst, J. K. N. Jones u. W. O. Jones, Nature [Lon 
don] 148, 857 [1939]; J. chem. Soc. [London] 1939, 1880; G. Lunde, FE. Heer 
u. E. Oy, Kolloid-Z. 88, 196 [1938]; R. L. Whistler u. Ch. L. Smart, Polysac- 
charide Chemistry, 8. 399ff., Academic Press, New York 1953. 
2 F. G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 302, 186 [1955]. 
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Menge des Sirups mit Brom ergab D-Glucozuckersiure, die als saures 
Kaliumsalz charakterisiert wurde. Die Kristalle fairbten sich in der 
Nihe von 175° dunkel und erweichten bei 192°; [x ]7?: + 5° (¢ =0,75, Was- 
ser). Das Debeye-Scherrer-Diagramm entspricht dem einer authentischen 
Probe. 

Die zweite Fraktion (Ry 0,39) wurde wie die erste behandelt und 
das erhaltene D-Mannuron aus absolutem Athanol umkristallisiert. 
Schmp. 190—191°; [x]}?: + 71°, steigt in 20 Min. auf + 92° (c = 1, 
Wasser). Einen weiteren Beweis fiir das Vorliegen von D-Mannuron 
lieferte die Darstellung des Dilactons der D-Mannozuckersiure, Schmp. 
1849; [x]#: + 212° (¢c = 1,18, Wasser), und des D-Mannozuckersiure- 
amids, Schmp. 189° (Zers.); [«];): — 24° (c = 0,8, Wasser). 

Der Gehalt an den einzelnen Komponenten im Alginsiurehydroly- 
sat wurde durch Mikrobestimmung der eluierten Zucker a) nach der 
modifizierten Hypojoditmethode* und b) nach der Ferricyanidmethode ‘4 
ermittelt. Die Zusammensetzung eines Hydrolysats nach 20stdg. Vor- 
hydrolyse in 96proz. Schwefelsiure bei 5° und nachfolgender 5stdg. Hy- 
drolyse in 0,5n Saure bei 95° zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Alginsiurehydrolysats (Angaben in % Zucker- 








anhydrid). 
Mannuron- Guluron- . 
Mannuron : Guluron 
siure siure 
Hypojoditmethode® 37,2 15,0 8,2 2,1 
Ferricyanidmethode? 36,0 18,4 17 2,3 














Um den Zersetzungsgrad der einzelnen Uronsiiuren in schwefel- 
saurer Lésung zu ermitteln, wurden chromatographisch reine Sirupe 
von L-Guluronsaiure und D-Mannuronsaure in 0,5n Schwefelsiure bei 95° 
gehalten und die Mengen der nach gewissen Zeiten noch vorhandenen 
Uronsiuren mittels der Hypojoditmethode bestimmt (s. Tab. 2). 


Tab. 2. Bestindigkeit von Guluronsiure und Mannuronsiure in 0,5n H,SO, bei 95°. 
Bestimmung nach l.c.°. 











Stdn. Caberomnions ' fannuronséure ‘ 
% /0 
| 70 91 
3 | 52 85 
5 | 40 75 





3S.K.Chanda, E.L. Hirst, J.K.N. Jones u. E.G. V. Percival, J. 


Polysae: chem. Soc. [London] 1950, 1289. 


' H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]. 
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GemiB den Daten der Tab. | betrigt das Verhaltnis von L-Guluron| 
siiure zu D-Mannuronsiure im Hydrolysat etwa 1:4,5. Da aber die Zer} 
setzungsgeschwindigkeit von L-Guluronsiure unter den genannten Be! 
dingungen 2—3 mal so groB ist wie die der D-Mannuronsiure (s. Tab. 2)| Ub 
ist der Anteil an L-Guluronsaure in der ere hoher anzunehmen 
iibersteigt aber nicht das Verhialtnis 1:1,5, d.h. der L-Guluronsaure. 
gehalt liegt etwa zwischen 20 und 40°,. ; praniatiiels ist der L-Guluron 
siiuregehalt der Macrocystis pyrifera (USA) geringer als der der bishe 
untersuchten europiischen Braunalgenarten. 

D-Mannuron hat nach Fischer und Dérfel* einen Schmelzpunk 
von 191—192°; die von anderen Autoren angegebenen Werte betrage: 
140—141°5, 143 5°7, Wir fanden den von Fischer uni *S 
Dérfel angegebenen Schmelzpunkt sowohl fiir das auf tiblichem Weg ay 
(Schwefelsiurehydrolyse) als auch fiir das nach der Methode vor Cho 
Spoehr’ (Ameisensiiurehydrolyse) gewonnene Produkt. Ferner er 
wiesen sich die kristallisierten Mannozuckersiureamide beider Produkt “a 
als identisch. tie | 

In dem nach Spoehr dargestellten Alginsiiurehydrolysat konnt Raj 
weder L-Guluronsiure noch ihr Lacton nachgewiesen werden. Das zeig  fak 
ferner die Empfindlichkeit der L-Guluronsaiure gegen heiBe Sauren. _ 

Ein zusitzlicher Beweis fiir die Gegenwart von L-Guluronsaur oa 
stellt die kiirzlich’ durchgefiihrte Isolierung von L-Weinsiure aus den 
Hydrolysat der mit Hypochlorit bei pu 3 bis 9 oxydierten Alginsiiur thin 
dar. Es ist nicht anzunchmen, daB die L-Weinsiure aus der D-Man 
nuronsaure gebildet wird, da gezeigt werden konnte, daB bei der Oxy wn 
dation eines 1.4 verkniipften Polysaccharids Spaltung zwischen ©, uni der 
C, erfolgt °. aus 

Zusammenfassung ee 

Alginsiure der Macrocystis pyrifera (USA) enthalt als zweiten Baw 

stein L-Guluronsiure (20—40°,), ein Naturstoff, der erstmalig vor wer 





Fischer und Déorfel als Hydrolysenprodukt der Alginsiure vai a 
s 
Braunalgen europiischer Herkunft beschrieben wurde. Chin 


Summary 
Alginic acid from Macrocystis pyrifera (U.S.A.) contains as a secon 
constituent L-guluronic acid (20—40°,), which was also reported to b 
a constituent of alginic acid from European brown algae by Fische mist 
and Dérfel. ‘nd 


Hose 
Wir danken Herrn Dr. H. Panzer in unserem Institut fiir die Ubersetzung 
Arbeit. 


5 W. L. Nelson u. L. H. Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 52, 2130 [1930]. 26 4 

6 H.S. Isbell u. H. L. Frush, J. Res. nat. Bur. Standards 37, 43 [1946]. 80, 1 

7-H. A. Spoehr, Arch. Bioche mistry - 153 [1947]. 

8 R. L. Whistler u. R. Schweiger, J. Amer. chem. Soc., im Druck. 

® R.L. Whistler u. R. Schweiger, z. Amer. chem. Soc. 79, 6460 [1957]. Heil 
Bae: 
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Uber die Stellung des Aldehyds im Colaminplasmalogen aus Gehirn 


Kurze Mitteilung 
Von 
Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1958) 


1954 wurden von Klenk und Debuch! drei mégliche KonstitutionsformelIn 
des Colaminplasmalogens diskutiert, die sich auf die Tatsache griindeten, daB auBer 
dem Aldehyd noch ein Fettsaurerest im Molekiil vorhanden ist. Die Anwesenheit 
des Fettsaurerestes wurde inzwischen bestitigt? und trifft in gleicher Weise fiir das 
Cholinplasmalogen zu’. 

Die in den oben genannten Formeln! diskutierte Frage nach der Bindungsart 
des Aldehyds wurde inzwischen dahingehend entschieden, da8 der Aldehyd in 
der Enolform vorliegt, so daB eine Vinylatherbindung resultiert*?. Dagegen sind 
die Befunde, die auf die Stellung des Aldehyds schlieBen lassen, ganz widersprechend. 
Rapport und Franzl> lieBen auf eine cholinplasmalogenhaltige Phosphatid- 
fraktion aus Rinderherz Lecithinase A einwirken, die spezifisch Fettsaiureester in 
x-Stellung hydrolysiert® und erhielten eine atherunlésliche Lysolecithinfraktion, 
die eine positive Plasmalreaktion gab. Sie schlossen deshalb auf die £-Stellung 
des Aldehyds. 

Marinetti und Mitarbeiter’, die aus hydrierten Phosphatidfraktionen (Leci- 
thin und Kephalin) die Phosphorsiureester des Chimyl- und Batylalkohols iso- 
lierten und nach Abspaltung der Phosphorsaiure die Konstitution des Athers 
untersuchten, fanden im Cholinplasmalogen aus Schweineherz 75% der «-Derivate 
und im Cholinplasmalogen aus Rinderhera 87% der B-Derivate. SchlieBlich mub 
der Befund von Gray® erwaihnt werden, der nach Abspaltung der Aldehyde das 
aus dem Plasmalogen entstandene Lysophosphatid mit KMnO, oxydierte und 
nach Hydrolyse Methylglyoxal nachwies, was auf die £-Stellung des Aldehyds 
deutet. 

In den oben erwihnten von Klenk und Debuch! diskutierten Formeln 
wurde der Aldehyd in «-Stellung des Glycerins angenommen. Dies erfolgte ledig- 
lich in Analogic zu den damals als Spaltprodukte des reduzierten Plasmalogens 
isolierten Phosphorséureestern der Glycerinaither und den natiirlich vorkommenden 
Chimyl- bzw. Batylalkoholen, die x-Glycerinather sind®. Experimentell wurde 


1 EK. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 

2 H. Debuch, diese Z., 304, 109 [1956]. 

3 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 

4 M.M. Rapport, B. Lerner, M. Alonzo u. R. KE. Franzl, J. biol. Che- 
mistry 225, 859 [1957]; M.M. Rapport u. R.E.Franzl, J. Neurochemistry 1, 303 
[1957]; H. Debuch, Biochem. J.67, 27 P [1957]; J. Neurochemistry 2, 243 [1958]; 
diese Z. 811, 266 [1958]; R. Blietz, diese Z. 310, 120 [1958]. 

5 M.M. Rapport u. R. E. Franzl, J. biol. Chemistry 265, 851 [1957]. 

5 —. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 207, 879 [1954]. 

7G. V. Marinetti u. J. Erbland, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 
26,429 [1957]; G. V. Marinetti, J. Erbland u. E. Stotz, J. Amer. chem. Soc. 
80, 1624 [1958]. 

° G. M. Gray, Biochem. J. 67, 25 P [1957]; 70, 425 [1958]. 

9 B.C.J.G. Knight, Biochem. J. 24,257 [1930]; W.H. Davies, J.M. 
Heilbron u. W. E. Jones, J. chem. Soc. [London] 1988, 165; 1984 1232; E. 
Baer u. H. O. L. Fischer, J. biol. Chemistry 140, 397 [1941]. 
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diese Frage damals nicht bearbeitet. Nach unseren nun vorliegenden Befunde 
spricht jedoch alles dafiir, dafi die angenommene Analogie tatsachlich besteht 


d. h. daB sich in dem Colaminplasmalogen des Gehirns der Aldehyd in «-Stellun 


befindet. 

Als Ausgangssubstanz fiir diese Untersuchungen wurde eine hydrierte Cola 
minkephalin-Fraktion aus Gehirn benutzt, aus der wir auf die friiher beschrieben 
Weise! die Phosphorsiureester der Glycerinither isolierten. Von diesen wurd 
auf relativ schonende Weise nach Bevan und Mitarbeitern!® die Phosphorsiur 
abgespalten und die erhaltenen Glycerinither mit Perjodat oxydiert. Als Ve 
gleichssubstanz diente Batylalkohol. Dieser wies nach 22 Stdn. einen Perjodsiur 
verbrauch von 89 (99)% der Theorie auf. Unter den gleichen Bedingungen ver 
brauchte ein aus dem reduzicrten Colaminplasmalogen isolierter Glycerinathe 
83 (88)% der Theorie an Perjodat. 

Das gleiche Produkt wurde auf dem Papier mit Perjodat gespalten und dan 
chromatographiert; Batylalkohol und das £-Isomere des Batylalkohols liefen ai 
Vergleichssubstanzen mit. 

Papierchromatogramm der Glycerinather (a) bzv 
8 6 ihrer Spaltprodukte nach Behandlung mit 0,0): 
oro "roo 





Perjodat (b). 1. «-Octadecylather des Glycerin 
(Batylalkohol), 2. Glycerinither des Gehirn 
3. B-Octadecylather des Glycerins. An den mit | 
A bezeichneten Stellen wurden die entsprechende: 
Glycerinather aufgetragen und mit Perjodat ox; 
diert. Aufsteigend entwickelt in Diisobutylketon 
Kisessig/Wasser 40:20:3, Papier: Schleicher ¢ 
Schill 2043b, impragniert mit Kieselsiure; Far 
bung: mit Rhodamin 6G senkrecht schraffiert 
mit fuchsinschwefliger Saure waagrecht schraffier 








f=" LB r=" 
—O—_—_ 2. 
« fla 1b 2a 2b Ja 3b 





Wie aus der Abbildung ersichtlich, zeigte sich bei dem mit Perjodat behandel 
ten Batylalkohol und dem aus dem Plasmalogen isolierten Glycerinather jeweil 
ein dicht hinter der Front liegender Fleck mit stark positiver Plasmalreaktion 
welcher bei dem f-Isomeren des Batylalkohols vollig fehlt. 

Beide Befunde lassen sich mit der 6-Struktur der Plasmalogene des Geli 
im Hinblick auf die Stellung des Aldehyds nicht erklaren und berechtigen wohl « 
dem SchluB, daB sich der Aldehyd, mindestens zum weitaus gréBten Teil, i 
x-Stellung des Glycerins befindet. 

Herrn Dr. Lovern, Aberdeen, danke ich fiir die Uberlassung einer Prob 
Batylalkohols und Herrn Prof. Malkin, Bristol, fiir das B-Isomere. 


Zusammenfassung 

Aus dem reduzierten Colaminplasmalogen des Gehirns wurde ein Gemis¢ 
von Chimyl- und Batylalkoholen als Spaltprodukte erhalten, welche auf Grun 
ihres Verhaltens gegen Perjodat als a-Glycerinaither anzusprechen sind. Dara 
ergibt sich, daB sich die Aldehyde im Colaminplasmalogen in «-Stellung de 
Glycerins befinden. 

Summary 

From reduced colamine plasmalogen of brain, a mixture of chimyl and bat; 
alcohols was obtained as the splitting products of degradation. On the basis | 
their behaviour towards periodate they are x-glycerol ethers. It follows from th 
that the aldehydes in the colamine plasmalogen must be bound to the «-positic 
of the glycerol. 


10 T.H. Bevan, D. A. Brown, G.I.Gregory u. T. Malkin, J. chen 
Soc. [London] 1953, 127. 
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Zum chemischen Aufbau des braunen Fettgewebes 
von Wanderratte und europadischem Hamster 


Von 


H. Langer und H. Langer-Schierer* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1957) 

Bei den Nagern und bei einigen anderen Saéugetieren kommt neben 
dem normalen, univakuolaren Fettgewebe ein Typ von multivakuolirem, 
stark fetthaltigem Gewebe vor, der im Gegensatz zum weiben bis gelb- 
lichen normalen Fettgewebe mehr oler weniger braun gefarbt ist und 
deshalb in der descriptiven Anatomie und Histologie als ,,Braunes 
Fettgewebe*! bezeichnet wird. Es tritt regelmaBig im vorderen Korper- 
abschnitt zwischen den Muskeln der Nacken- und Schulterregion, auBer- 
dem in kleineren Portionen im Thorax und bei manchen Arten auch 
in der Bauchhohle auf; es begleitet vor allem die gréBeren GefaBe. Seine 
Menge ist recht variabel. 

Seit lingerer Zeit ist dem braunen Fettgewebe unter anderem 
Driisenfunktion zugeschrieben worden?, und zwar vor allem die eines 
Inkretorgans, das in direkter Beziehung zum Winterschlaf stehen soll. 
Dafiir spricht, daB es bei allen Winterschlafern vorhanden ist, obwohl 
es auch bei anderen, nicht Winterschlaf haltenden Saugetierarten auf- 
tritt. Andererseits konnte bisher weder histologisch noch inkretphysio- 
logisch ein schliissiger Beweis fiir eine Driisenfunktion erbracht werden. 

Da das braune Fettgewebe — oler die ,,Winterschlafdriise — 
deshalb nach wie vor in Zusammenhang mit dem Problem des Winter- 
schlafes gebracht wird, wurde es von dem einen von uns?* histologisch 
und analytisch (Wasser- unl Gesamtlipidgehalt) bei einer winter- 
schlafenden und einer nicht Winterschlaf haltenden Nagetierart ver- 
gleichend untersucht. 

Soweit uns bekannt, liegen nur zwei altere Arbeiten tiber Cie 
Grundzusammensetzung! und dazu einige verstreute Angaben itiber 

* Miinchen, Luisenstr. 14, Zoologisches Institut. 

' J. A. Hammar, Arch. mikroskop. Anatom. 45, 512 [1895]. 

2 N. Pende, Arch. mikroskop. Anatom. 86, 193 [1915]; W. Cramer, Brit. J. 
exp. Pathol. 1, 184 [1920]; K. L. Zirm, Z. Naturforsch. 11b, 530 [1956]. 

* H. Schierer, Zoolog. Beitrage 2, 63 [1956]. 

a) E. W. Carlier u. C. A. Evans, J. Anatom. Physiol. [London] 388, 15 
[1903] — b) F. X. Hausberger u. O. Guyot, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 187, 647 [1937]. 
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bestimmte Stoffe (Glykogen®, Phosphat®) vor. Diese Untersuchunge: 
beziehen sich nur auf Verainderungen wahrend des Winterschlafes, un 


zwar vor allem am Igel als einem permanenten Winterschlafer. Bei den 


nicht durchgehend Winterschlaf haltenden Hamster sind die Verande 


rungen wesentlich geringer®, wohl deshalb, weil er auch wahrend de 


Winters oft Nahrung zu sich nimmt und weniger kérpereigene Reserve 


stoffe abbauen muB. Dagegen wird der Fettinhalt des Gewebes wahren( 
der nahrungsarmen Brunstperiode im Friihjahr stark angegriffen, un‘ 


zwar ebenso wie der des weiben Fettgewebes. Diese Parallelitat lieB di 
Annahme einer Funktion des Organs als Speichergewebe, die  schoi 
friiher von anderen histologischen Untersuchern’? ausgesprochen wurde 
wieder sehr an Wahrscheinlichkeit gewinnen. 

Es schien uns deshalb angebracht, chemische Analysen fiir einig 
weitere Grundbestandteile der Zellsubstanz durchzufiihren und eine 
Vergleich mit dem weiBen Fettgewebe einerseits und mit typischen 
Driisengewebe andererseits anzustellen. Durch solche Analysen laBt sic 
zugleich eine Vorstellung iiber die Verteilung einiger Stoffgrupper 
gewinnen und erkennen, ob eine spezifische Driisenfunktion fiir dies 
Gewebe iiberhaupt wahrscheinlich ist. 


Material und Methoden 


Wanderratten (Raitus norvegicus Erxl.) und europaische Hamster (Cricetu 
cricetus L.) wurden als erwachsene Wildtiere gefangen und bis zur Bearbeitung it 
Kafigen unter Bedingungen gehalten, die den AuBenverhaltnissen mdglichs 
entsprachen. Um fiir die Beurteilung des durchschnittlichen chemischen Aufbaue: 
den EinfluB der Jahreszeit auf die Zusammensetzung der Fettgewebe, wie e 
besonders beim Hamster erwartet werden konnte, auszuschalten, wurde die Unter 
suchung iiber ein Jahr ausgedehnt und allmonatlich ein Tier jeder Art bearbeitet 

Bei jedem Tier wurden von dem sauber praparierten Gewebe zumeist zw 
Proben des Frischmaterials eingewogen und der Wassergehalt durch vorsichtige: 
Trocknen bis zur Gewichtskonstanz ermittelt. Das Trockenmaterial wurde 4 Stdn 
mit siedendem Ather-Alkohol (1:3) extrahiert, das lipidfreie Material dure! 
Behandlung mit kalter (+ 2°, 2 Stdn.) und heiBer (+ 90°, 30 Min.) S5proz. wiibr 
Trichloressigsaure (TCA) weiter fraktioniert, wie es in einem friiher entwickelte 
Arbeitsgang bereits fiir ein Driisengewebe durchgefiihrt worden ist’. 

Die Mikro-Stickstoffbestimmung erfolgte nach Parnas und Wagner’, di 
Phosphorbestimmung kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow”®. Die Analyser 
der Riboseverbindungen wurden nach Mejbaum!"! durchgefiihrt; dabei ware 
zwei Eichkurven fiir Purinnucleotide und fiir RNS notwendig, um der spezifischer 
Reaktion der Verbindungen im Orcin-Test Rechnung zu tragen!?. 


5 E. Tuerkischer u. E. Wertheimer, J. Physiology 100, 385 [1942]. 
§ D. Ferdmann u. O. Feinschmidt, Ergebn. Biol. 8, 1 [1932]. 

* 7. B.: D. W. Fawcett, J. Morphol. 90, 363 [1952]. 

* H. Langer u. A. Graffi, diese Z. 299, 139 [1955], Schema S. 141. 

® 1. K. Parnas u. R. Wagner, Biochem. Z. 125, 253 [1921]. 

10 C,H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

1 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 

22H. Langer, Naturwissenschaften 48, 19 [1956]. 
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Ergebnisse der Untersuchungen* 


1. Durch Trocknung und Extraktion wurde der Gehalt an Wasser, 
Gesamtlipiden und lipidfreier Trockensubstanz ermittelt (Tab. 1). Der 
Gehalt an den fiir die Beurteilung der Gewebefunktion wesentlichen 
Phosphatiden wurde aus dem a des Gesamtlipidextrak tes, 
multipliziert mit dem Faktor 23,57!%, berechnet und auf das Gesamt- 
frischgewicht bezogen. Aus der Extraktion der lipidfreien Trocken- 
substanz mit kalter TCA, die bei einem Teil der Proben durchgefiihrt 
wurde, ergaben sich einige Werte fiir die Menge der leicht siureléslichen 
Verbindungen (,,TCA-Fraktion), deren Anteil im Mittel 9,8% (Ratte) 
baw. 10,4% (Hamster) des lipidfreien Materials betrug. 

Tab. 1. Substanzanteile im braunen Fettgewebe der Ratte und im braunen und 


weiBen Fettgewebe des Hamsters. Mittelwerte in Prozent des Frischgewichts und 
zugehorige Standardabweichungen. 





Ratte, Hamster, Hamster, 
braunes braunes weibes 
Fettgewebe | Fettgewebe | Fettgewebe 








Anvanl Ger Tiere. .......-: 13 13 13 

Anzahl der Bestimmungen ... . 21 23 22 

A ee eee 54,8 +- 2,1 49,4 +-1,3 10,5 +. 0,82 

gy ee hae gee a eae 29.8 + 2.7 36,3 +1,5 86,1 -+- 1,26 
PHOBPNAIOS™ 2 6. oe 1,6 + 0,16 2,3 + 0,07 0,2 +- 0,02 

Lipidfreie Trocke nsubstanz 2 16,0 +. 0,73 | 15,0 + 0,30 3,4-+ 0,44 
Leichtsaurelésliche Anteile a ais 1,6 1,6 











Aus dem Phosphorgehalt des Lipidextraktes berechnet nach 1... 
Als Extraktionsverlust bestimmt bei Behandlung des lipidfreien Trocken- 
materials mit kalter Trichloressigsiure bei 3 bzw. 6 Proben. 


Die gefundenen recht groBen Schwankungen in den Werten von Tier zu Tier 
sollen hier auBer acht gelassen werden. Sie stehen beim Hamster in Beziehung zum 
biologischen Jahresrhythmus und wurden bereits friiher® diskutiert; bei der Ratte 
sind sie wohl nur individuell bedingt und vor allem auch vom Fiitterungszustand 
abhingig. Auffalligerweise unterscheiden sich die Werte fiir die wilden Wander- 
ratten wesentlich von den von Hausberger und Guyot?? fiir weiBe Laborratten 
angegebenen. Obwohl die Unterschiede zwischen den beiden Versuchstieren bei 
Gesamtlipiden und Phosphatidanteil statistisch gesichert sind (? < 0,01), diirfte 
ihnen keine grundsatzliche Bedeutung fiir die Beurteilung der Funktion des Organs 
zukommen. Die Zusammensetzung des Gewebes ist wohl jeweils artspezifisch etwas 
verschieden festgelegt. 

Von den Hamstern derselben Versuchsserie wurden auch Analysen 
des weiBen Fettgewebes durchgefiihrt (Tab. 1). Die Werte stimmen mit 





* Ein Teil der hier ausgewerteten Analysendaten wurde bei der Durch- 
fiihrung der Dissertation des einen von uns (H. L.-S.) am Zoologischen Institut 
der Freien Universitat, Berlin, Abt. f. Tierphysiol. u. -psychol. (Direktor: Prof. 
Dr. K. Herter), gewonnen 

'S Nach den Angaben von H. H. Williams und anderen, J. biol. Chemistry 
161, 473 [1946]. 
5* 
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den Angaben anderer Autoren fiir verschiedene Nagetiere™ gut tiberein. 
Im Vergleich zum braunen Fettgewebe wird hier — entsprechend dem 
histologischen Bild — vor allem der héhere Fettgehalt und der geringere 
Gehalt an lipidfreien Anteilen deutlich. Es ist auffallend, daB der 
Phosphatid-Anteil beim braunen Fettgewebe wesentlich héher als beim 
weiBen, und nicht relativ mit der geringeren Gesamtlipidmenge niedriger 
liegt. Dies weist auf eine gewisse Unabhangigkeit der Phosphatide von 
den iibrigen Lipiden hin. 

2. Bei den Fettgeweben stellen die Lipide des Vakuoleninhalts nach 
der allgemeinen Auffassung Einlagerungssubstanzen dar, deren Menge 
weitgehend von duBeren Faktoren beeinfluBt wird. Fir entnommene 
Fette wird Wasser in die Zellen eingebracht, so daB die Veranderungen 
im Gesamtlipid- und im Wassergehalt spiegelbildlich verlaufen. Die 
hauptsachlichen der aufgefundenen Schwankungen in der Zusammen. 
setzung des Gewebes betreffen diese Anteile. Deshalb wurden die weiteren 
Analysenergebnisse auf die lipidfreie Trockensubstanz bezogen; die 
Aufarbeitung erfaBt vor allem die EiweiB- und Nucleinsdureanteile. 

Die Kohlenhydrate spielen im vorliegenden Gewebe nur eine sehr untzr- 
geordnete Rolle; der Glykogengehalt liegt bei der erwachsenen Ratte im normalen 
Fiitterungszustand bei 0,1°% des Frischgewichts*>, er ist histochemisch niemals 
nachweisbar’®. 


Tab. 2. Analysenergebnisse fiir die lipidfreie Trockensubstanz des braunen Fett: 
gewebes von Ratte und Hamster. Mittelwerte in y/mg lipidfreier Trockensubstanz, 

















Ratte Hamster 
Stickstoff: Gesamtmaterial .......... 130 136 
(LOPAS es <0) rrr 10 9 
MAWGIDIMORTION. 6 0. kk 112 119 
Phosphor: Gesamtmaterial .......... 6,7 6,6 
Jk GAS Ue cr) 3,8 oie 
mer ( OSPNOP . aos cas s 3,2 2,7 
ciweiBfraktion. [ee ee Ae 3; 30 
Nucleinséure-Phosphor . .... . 2,3 2,3 
Phosphorproteid-Phosphor ... . 0,9 1,0 
Nucleotide: Freie Nucleotide* ......... 5,6 7,4 
Gebundene RNS _. Ne ah ae ate 10,3 10,1 
Gebundene DNS** ........ 13,4 EPS: 
‘ 





* Aus der Ribosebestimmung in der TCA-Fraktion als Adenylsaure berechnet. 
** Als Differenz berechnet nach 1. c.°. 


Die Analysenergebnisse fiir den Stickstoff- und Phosphorgehalt der 
lipidfreien Trockensubstanz und ihrer Fraktionen sowie fiir die Nucleo- 
tidsubstanzen zeigt Tab. 2. Sie stellen bei der Ratte Mittelwerte aus 
Doppelbestimmungen von drei Aufarbeitungen dar, deren Ergebniss? 
4 Vel. Hoppe-Seyler/Thierfelder, Hdb. d. physiol.- u. pathol.-chem 
Analyse, Springer Berlin 1953, Bd. V, S. 613 ff. 
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gut iibereinstimmten. Da beim Hamster wegen des biologischen Jahres- 
rhythmus Schwankungen in der Zusammensetzung des Materials er- 
wartet werden muBten, wurden sechs Aufarbeitungen durchgefiihrt, 
und zwar jeweils zwei von Tieren in jedem der friiher herausgestellten 
drei Abschnitte des Jahres*. Dabei zeigten die Werte keinerlei iiber die 
methodische Schwankungsbreite hinausgehende Abweichung vonein- 
ander, so daB iiber alle sechs Aufarbeitungen gemittelt werden konnte. 

In der lipidfreien Trockensubstanz stellen Proteine und Proteide 
die Hauptmenge der stickstoffhaltigen Verbindungen dar (etwa 75%); nur 
ein Anteil von 10% des gesamten Stickstoffs ist siureléslich. Dagegen 
geht mehr als die Halfte des gesamten Phosphors in die TCA-Fraktion. 
Der gr6Bere Teil davon liegt als direkt bestimmbares freies Phosphat vor. 
Der organisch gebundene Anteil des saureléslichen Phosphors, der bei 
beiten Versuchstieren 0,6 y/mg lipidfreier Trockensubstanz ausmacht, 
scheint hauptsachlich in Nucleotiden vorzuliegen, die — nach der 
Ribosebestimmung als Adenylsdiure berechnet — 6 bis 7 y/mg_ betragen. 

Der Nucleinsduregehalt ist, nach dem Ergebnis der Phosphor- 
analysen in der EiweiBfraktion, ziemlich hoch. Wie aus der direkten 
RNS-Bestimmung zu errechnen ist, hat die DNS den Hauptanteil daran, 
so daB das RNS: DNS-Verhaltnis nur etwa 0,7 betragt, wie es auch von 
anderen ausdifferenzierten Geweben ohne erheblichen EiweiBstoffwechsel 
her bekannt ist. Ein groBer Teil der RNS diirfte ebenfalls in den Kernen 
lokalisiert sein!®. Dies erklart das voéllig negative Resultat von histo- 
chemischen Nucleinséiurenachweisen im Cytoplasma®. 

Zum Vergleich wurden auch beim weiBen Fettgewebe von Ratte 
und Hamster Gesamt-Stickstoff- und -Phosphoranalysen in der lipid- 
freien Trockensubstanz durchgefiihrt. Der Stickstoffgehalt ist nahezu 
der gleiche wie beim braunen; der Phosphorgehalt liegt mit 5,8 y/mg 
(Ratte) bzw. 4,8 y/mg (Hamster) nur wenig niedriger. Das N:P-Ver- 
haltnis ist daher nur etwas verschieden, es betragt fiir das braune Fett- 
gewebe etwa 20, fiir das weiBe etwa 25. 

3. Die Menge der Phosphatide ist im Verhaltnis zum Gesamtlipid- 
extrakt auBerordentlich klein. Sie steht bei den beiden Fettgeweben in 
keinem direkten Verhaltnis zur Gesamtlipidmenge, sondern ist beim 
weiBen Fettgewebe noch geringer als beim braunen. Da die auch in 
den Fettgeweben in erheblicher Zahl vorhandenen praformierten Zell- 
granula — Mitochondrien und Mikrosomen — sehr reich an Phosphor- 
lipiden sind, entstand die Frage, ob die geringen Phosphatidmengen 
in den Vakuolen zwischen den Fetten verteilt vorliegen oder ob sie 
nicht vielmehr aus dem Cytoplasma und seinen Granula stammen. 

Wir versuchten, diesem Problem dadurch nahe zu kommen, daB 
wir bei einer groBeren Anzahl von Tieren den Lipidphosphor bei ver- 


'9 Vgl. die Angaben von A. L. Dounce, Nucleic Acids 2, 93 [1955]. — Eigene 
Versuche an hochgereinigten Leberkernen von Wistar-Ratten, die in 9proz. 
Rohrzuckerlésung mit Citrat aufgearbeitet wurden, ergaben 13—15% der Gesamt- 
nucleinsiure als RNS (H. Langer, unveroff.). 
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schiedenem Gehalt an Gesamtlipiden im Gewebe bestimmten. Je nach-} Ge: 
dem, ob die Phosphatide der lipidfreien Trockensubstanz, deren Menge} zur 
und Zusammensetzung weitgehend konstant sind, oder den in cen} Ph 
Vakuolen vorliegenden Fetten zuzuordnen sind, muB sich beim rechne seit 
rischen Bezug auf die eine oder die andere Fraktion ein gréBerer o-ler} gev 
kleinerer relativer Wert fiir die Streuung innerhalb der Serie ergeben 

Die Analysen wurden am braunen Fettgewebe beider Versuchstiere} Sch 
und dazu am weiBen Fettgewebe des Hamsters durchgefiihrt, als Bezugs-} An: 
werte wurden das Gesamtfrischmaterial, der Gesamtlipidextrakt uni} zun 
die lipidfreie Trockensubstanz verwendet. Die rechnerischen Ergebniss} eini 


fiir die relativen Lipidphosphorgehalte zeigt Tab. 3. und 
Erg 


Tab. 3. Mittelwerte aus den Analysenergebnissen fiir den Lipidphosphorgehalt} May 
des braunen Fettgewebes der Ratte und des braunen und weifen Fettgewebe: 
des Hamsters sowie Bezug auf die Substanzanteile der Gewebe. 














. Ne : 
Angaben in y/mg. Fet 
é > . 
glei 
Ratte, braunes Fettgewebe Hamster, braunes Hamster, weibes Fettgew Tab 
(18 Bestimmungen) Fettgewebe (18 Bestimmungen) oad 
(22 Bestimmungen) 
iin Ge- lipidfr. i Ge- | lipidfr. ts Ge- liy 
F risch- samt- Trok- Frisch- | samt-] Trok-| ¥F risch- samt- Ty 
gewicht lipid kens. | Sewicht | lipid | kens, | sewicht lipid k 
Mittelwert . 0,66 3,07 4,08 0,99 2,90 6,61 0,086 0,100 
Grenzen . 0,40..1,09 | 0,41..12,2] 0,98..5,96] 0,68..1,20]1,6..4,2]4,1..8,2]0,046..0,185]0,051..0,21510,j— — 
Streuung. £ 0,29 2,94 1,47 0,14 |+0,71]}+0,93| + 0,037 + 0,045 Lj 
Standardabwei- . 
chung . + 0,068 0,70 0,35 0,03 0,15 | +0,19 + 0,0087 + 0,0106 | + Gesa 
—} Phos 
Standardabwei- 
chung in % des > 
Mittelwertes 10,6°% 22,9% 8.6 3,0% 5,2% | 2,9% 10,2% 10,6% 1 Ve 



































Beim braunen Fettgewebe der Ratte ist wegen der starken Schwan II. $ 
kungen im Gesamtlipidgehalt das Resultat am _ eindeutigsten. Dit) stick 
Streuung der Lipidphosphorwerte ist beim Bezug auf den Gesamtlipid| Ei 
extrakt nahezu dreimal so groB wie beim Bezug auf die lipidfrei{ 5.5. 
Trockensubstanz. Das ist besonders bemerkenswert, weil diese mit nw Li 





10—20% des Frischgewichts den kleinsten Anteil des Gesamtmaterial}  T¢ 
darstellt und deshalb die bestimmungstechnischen Fehler den starkste) F 
EinfluB auf das Ergebnis haben. — Beim Hamster sind die relative 
Werte der Streuung wesentlich geringer, sie sind auch hier fiir das braun’ Nucl 
Fettgewebe beim Bezug auf die lipidfreie Trockensubstanz am kleinsten| Fr 
re 


Fiir das weibe Fettgewebe konnte dies nicht erwartet werden, da be 
der Bestimmung des Extraktionsriickstandes, der nur wenige Milli 
gramm ausmacht, der technische Fehler zu stark ins Gewicht fallt. Unt 
Beriicksichtigung dessen ist aus dem nur wenig hoéheren Streuungswer' 
anzunehmen, daB die tatsichlichen Verhaltnisse hier ebenso liegen wit Fett 
beim braunen Fettgewebe. liber 

In den Zellen des braunen Fettgewebes liegt also eine weitgehen! ¢in | 
gleichbleibende Menge von Phosphatiden vor, die von der Menge de. ‘ler 
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Gesamtlipide unabhangig ist. Deshalb wird die Konstanz erst in Relation 
mur lipidfreien Trockensubstanz deutlich. Es ist anzunehmen, daB die 
Phosphatide in enger Beziehung zum Zellplasma stehen und in ihm oder 
seinen Granula gelagert sind. Dasselbe ist wohl auch beim weiBen Fett- 
gewebe der Fall. 

4. Um aus den vorliegenden Daten fiir das braune Fettgewebe einen 
SchluB auf seine Funktion zu ziehen, seien sie mit entsprechenden 
Analysen anderer Gewebe verglichen. Der Vergleich wird an der Ratte 
mnaichst mit dem weiBen Fettgewebe durchgefiihrt und dann auf 
einige Driisengewebe ausgedehnt. Wir wahlten hierfiir die Nebenniere 
und die Leber als Inkret- bzw. Sekretdriise und ziehen weiterhin die 
Ergebnisse fiir das Pankreas aus einer friiheren Untersuchung an der 
Maus® mit heran. 

Die Aufarbeitungen der Gewebe wurden ebenso wie die des braunen 
Fettgewebes durchgefiihrt, so daB die erhaltenen Zahlen direkt ver- 


| gleichbar sind (Tab. 4). 


Tab. 4. Analysenergebnisse fiir die Zusammensetzung eciniger Fett- und Driisen- 
- 5 eS > 
gewebe der Ratte. 











Braunes W eiBes Neben- Pankreas 
Fett- Fett- ; Leber 
4 niere (Maus) 

gewebe | gewebe 

I. Lipidgehalt in % der Gesamttrockensubstanz 

Gesamtlipide. . . . .. 29,8 96,7 © 42,9 12 15,7 

Phosphatide ...... 1,6 0,3 11.0 5,8 10,4 

’ Gesamtlipide 

Verhaltnis em Piee | 1 .0,054 | 1:0,003 | 1:0.26 | 1:0,52 | 1:0,66 

Phosphatide ; 





Il. Stickstoff-, Phosphor- und Nucleotidgehalt in y/mg lipidfreier Trockensubstanz 


Stickstoff 








Eiwei®Bfraktion . . . . 112 122 145 120 137 
Phosphor: 
Lipidfraktion .... 4,1 3,9 8,2 2,8 5,0 
TCA-Fraktion ... . 3.8 4,1 5.9 4,1 7,4 
EiweiBfraktion, gesamt 3,3 3,5 5,3 5.3 15,8 
Phosphorproteid-P . 0,9 0.8 1,2 1,2 0,6 
Nucleotide: 
Freie Nucleotide*. . . 5,6 5,0 7.6 i 14,1 
Gebundene RNS .. . 10,3 13.4 23,2 29,4 134,0 

















* Aus der Ribosebestimmung in der TCA-Fraktion als Adenylsiure berechnet. 


Im Gesamtlipid- und Phosphatidgehalt (Tab. 4, [.) stimmt das braune 
Fettgewebe weder mit dem weiBen Fettgewebe noch mit den Driisen 
iberein. Bei der Nebenniere geht dem gréBeren Gesamtlipidgehalt 
tin héherer Phosphatidanteil parallel, was bei den Fettgeweben nicht 
der Fall ist. Dadurch bleibt das Verhaltnis Gesamtlipide : Phosphor- 
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lipide bei den drei Driisengeweben in einer GréBenordnung, wahrend| 
es bei den Fettgeweben um ein bzw. zwei GroBenordnungen niedriger liegt. | 

Ebenso wie beim braunen Fettgewebe werden die weiteren Ana-.| 
lysenergebnisse auf die lipidfreie Trockensubstanz bezogen; dadurch 
wird eine wesentlich bessere Vergleichsmoéglichkeit erreicht. Es zeigt 
sich (Tab. 4, II.) eine weitgehende Ubereinstimmung der Werte fiir clas 
braune und weiBe Fettgewebe. Dies fallt besonders dort auf, wo sie — 
wie z. B. beim EiweiBphosphor — von den Werten der iibrigen Gewebe 
stark abweichen. Auch der Phosphorgehalt in der Lipidfraktion ist. bei 
den beiden Fettgeweben relativ zur lipidfreien Trockensubstanz vollig 
gleich und unterscheidet sich erheblich von dem der Driisengewebe. Im 
Gehalt der Nucleinsiuren weist das weibe Fettgewebe, entsprechend 
dem histologischen Bild mit relativ mehr Kernen im Plasma, eine leichte 
irhdhung gegentiber dem braunen auf. 


Diskussion der Ergebnisse 


Es erweist sich als angebracht, beim braunen Fettgewebe zwischen 
einer Zellgrundsubstanz und den alloplasmatischen Einlagerungen zu 
unterscheiden. Diese bestehen iiberwiegend aus Neutralfetten und haben 
am Stoffwechsel des Gewebes wohl keinen wesentlichen Anteil. Sie 
kénnen bei Nahrungsmangel ohne Schadigung der Zellen zum gr6Bten 
Teil abgebaut und durch Wasser ersetzt werden. Zur Zellgrundsubstanz, 
dem stoffwechselaktiven Plasma, sind die gesamte lipidfreie Trocken- 
substanz und die Phosphatide zu rechnen. Wahrend die Mengen der ein- 
gelagerten Lipide und des Wassers erheblich schwanken, ist der Gehalt 


an lipidfreier Trockensubstanz weitgehend konstant. Die Phosphor- 
lipide machen bei den beiden Fettgeweben — im Gegensatz zu cen 
Driisengeweben — nur einen geringen Teil der Gesamtlipide aus. Wahtr- 


scheinlich gehéren sie funktionell ins Cytoplasma und liegen in dessen 
Granula, wie auch aus histochemischen Versuchen hervorgeht, in denen 
nur die Mitochondrien eine positive Reaktion auf Phosphorlipide gaben’. 
Die Zellgrundsubstanz von braunem und weiBem Fettgewebe hat 
fiir alle untersuchten Bestandteile nahezu die gleiche Zusammensetzung. 
Obwohl das Verhaltnis zur Gesamtlipidmenge bei den beiden Fett- 
geweben auBerordentlich verschieden ist, sind die Mengen der vor- 
handenei Phosphatide sehr ahnlich, bei der Ratte fast gleich, beim 
Hamster von der gleichen GréBenordnung. Diese Ergebnisse stehen in 
Ubereinstimmung mit Befunden von Fawcett? und Menschik’®, die 
histochemisch keine qualitativen Unterschiede in der stofflichen Zu- 
sammensetzung feststellen konnten. Wahrscheinlich bestehen die Diffe- 
renzen im wesentlichen in der beim braunen Fettgewebe geringeren 
Menge von Neutralfetten und gréBeren Menge von Zellgrundsubstanz 
mit ihren Fermenten und anderen stoffwechselaktiven Substanzen. 


16 Z. Menschik, Anatom. Rec. 116, 439 [1953]. 
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Daher ist es nicht verwunderlich, daB das braune Fettgewebe einen 
wesentiich héheren Grundstoffwechsel hat als das weiBe, was seit langem 
bekannt ist!’ und neuerdings von Zirm!® bestatigt wurde. Wahrschein- 
lich ist der O,-Verbrauch der Fettgewebe praktisch nur auf die Zell- 
grundsubstanz zuriickzufiihren. Dies zeigt auch die Untersuchung von 
Hook und Barron!”, nach der sich fiir die Atmungsgr6Be des braunen 
Fettgewebes des Erdhérnchens beim Bezug auf die lipidfreie 'Trocken- 
substanz die geringste Streuung ergibt. Nach Eger!’ hat das braune 
Fettgewebe der Ratte einen viermal so hohen QO,-Verbrauch wie das 
weife; unsere Analysen ergeben fiir die lipidfreie Trockensubstanz beim 
braunen Fettgewebe einen Anteil von 15—16, beim weiBen von 3—4% 
des Frischgewichts. 

Das braune Fettgewebe weist also keine grundsatzlichen Unter- 
schiede gegeniiber dem weiBen Fettgewebe auf. Eine chemische Ahnlich- 
keit mit einem der untersuchten Driisengewebe ist nicht festzustellen. 
Es ist somit als eine besondere Form des Speichergewebes mit einem 
héheren Cytoplasmagehalt anzusehen. 

Auch in den bisher bekannten Funktionsleistungen zeigt sich eine 
vollkommene Ubereinstimmung mit dem weiBen Fettgewebe. AuBer den 
Neutralfetten vermégen beide Gewebe bei Kohlenhydrat-Uberangebot 
kurzzeitig Glykogen zu speichern; die Fahigkeit. aus diesem Fett zu 
synthetisieren, kommt ihnen in gleicher Weise zu!®. Die Glykogen- 
speicherung stellt fiir das braune Fettgewebe wahrend der Embryonal- 
zeit die einzige bekannte Aufgabe dar*. Vielleicht riihrt von dieser 
Funktion die groBe Menge an Cytoplasma her, und médglicherweise 
wird dieses auch im erwachsenen Tier noch fiir die Speicherung von 
Substanzen verwendet, die nicht Lipide oder lipidléslich sind. Fir 
winterschlafende Tiere kann eine solche Speicherfahigkeit besondere 
Bedeutung haben, vielleicht um hier Stoffwechselprodukte abzulagern, 
die nicht ausgeschieden werden kénnen. Méglicherweise sind cies jene 
stoffwechselhemmenden Substanzen, die Wendt? und Zirm!§ mit ver- 
schiedenen Methoden aus dem braunen Fettgewebe winterschlafender 
Igel extrahierten. Daraus kénnte die hohe Aktivitét im Winterschlaf 
resultieren, die auf Grund des hohen Redoxpotentials*! und der im 
Vergleich zu anderen Geweben geringeren Herabsetzung der Atmung 
bei Erniedrigung der Temperatur!”* angenommen worden ist. 

Kine Driisenfunktion, etwa als Hormondriise fiir den Winterschlaf, 
ist fiir das braune Fettgewebe nach allen bisherigen chemischen Be- 
funden — ebenso wie nach der histologischen Kenntnis — unwahr- 


17 a) W. Fleischmann, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 222, 
541 [1929]; b) W. Eger, Klin. Wschr. 17, 1033 [1938]; c) W. E. Hook u. 
E.8. G. Barron, Amer. J. Physiol. 183, 56 [1941]. 

18 K.L. Zirm, Z. Naturforsch. 12b, 589 [1957]. 

19 KE. Wertheimer u. B. Shapiro, Physiol. Rev. 28, 451 [1948]. 

20 (C.F. Wendt, diese Z. 279, 153 [1943]. 

“1 KE. Klar, Z. exp. Med. 109, 505 [1941]. 
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scheinlich, vielmehr sehen wir es als ein Speichergewebe mit reichlichem| 


Cytoplasmagehalt und méglicherweise damit im Zusammenhang stehen.- 
den speziellen Speicheraufgaben an. 


Zusammenfassung 

Analysen des braunen Fettgewebes von Wanderratte und europa. 
ischem Hamster ergaben: 

1. Bei schwankendem Gehalt an Wasser und Gesamtlipiden. ist 
die dem Zellplasma entsprechende ,,Zellgrundsubstanz** in ihrer Menge 
und ihrem chemischen Aufbau weitgehend konstant, ihre Zusammen. 
setzung ist bei den beiden Tierarten nahezu gleich. 

2. Die Menge der im Gewebe vorhandenen Phosphatide steht in 
Korrelation zur Menge der lipidfreien Trockensubstanz ; die Phosphatide 
befinden sich nicht im Vakuoleninhalt, sondern im Cytoplasma und 
gehoren wahrscheinlich funktionell zur Zellgrundsubstanz. Dasselbe ist 
wohl auch beim weiben Fettgewebe der Fall. 

3. Die Analysenergebnisse fiir die Zusammensetzung der lipid. 
freien Trockensubstanz von braunem und weiBem Fettgewebe sin‘ 
nahezu gleich. Bei Bezug auf die lipidfreie Trockensubstanz stimmt 
auch der Phosphatilgehalt beider Gewebe annahernd tiberein. Der — 
relativ zum weiBen — hodhere Grundstoffwechsel des braunen Fettge. 
webes wird auf dessen héheren Cytoplasmagehalt zuriickgeftihrt ; bezogen 
auf die lipidfreie Trockensubstanz ist der O,-Verbrauch etwa gleich. Es 
ist anzunehmen, daB die Zellgrundsubstanzen der beiden Fettgewebe 
sehr ahnlich aufgebaut sind. 

4. Auf Grund seiner chemischen Zusammensetzung ist zu schlieBen. 
caB es sich beim braunen Fettgewebe um einen besonderen Typ von 
Speichergewebe handelt. Durch den héheren Cytoplasmagehalt ist es 
vielleicht in der Lage, spezielle Speicheraufgaben durchzufiihren, die 
moglicherweise fiir winterschlafende Tiere von Bedeutung sind. Eine 
Driisenfunktion des braunen Fettgewebes ist nicht wahrscheinlich. 


Summary 


Analytical investigations of brown adipose tissue of the Norway 
rat (Rattus norvegicus Erxl.) and the European hamster (Cricetus cricetus 
L.) gave’ the following results: 

1. In spite of fluctuating content of water and total lipids, cellula: 
“grount substance’ (corresponding to cell plasm) is largely constant 
in its quantity an1 chemical composition. Its constitution is approxi- 
mately the same in both species. 

2. The quantity of phospholipids present in the tissue is correlated 
with the quantity of lipil-free dry substance; phospholipids are not 
contained in the vacuolar content, but in the cytoplasm; functionally 
they probably belong to the cellular ground substance. It is supposed 
that in white adipose tissue the situation is the same. 
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3. The analytical results indicate that the constitution of lipid-free 
dry substance of brown and white adipose tissue is nearly identical. 
In relation to the quantity of lipid-free dry substance the contents of 
phospholipids from both tissues are in approximate agreement. The 
higher basal metabolic rate of brown adipose tissue, relative to white. 
is attributable to its greater content of cytoplasm; the oxygen uptake 
isnearly the same relative to lipid-free dry substance. It is to be suppose: 
that the composition of the cellular ground substance of the two adipose 
tissues is very similar. 

4. On the basis of its chemical composition it is concluded, that 
brown adipose tissue represents a special type of storage tissue. Perhaps 
its greater cytoplasmic content is of significance in enabling this adipose 
tissue to accomplish special storage problems, possibly of importance in 
hibernating animals. A glandular function of brown adipose tissue is 
improbable. 
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Wirkung verschiedener Kieselsiureformen 
auf Apo- und Coferment der D-Aminosaureoxydase 
Beitrag zum Silikoseproblem 
Von 
K.-0. Mosebach 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1958) 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Einwirkung von Amino. 
siuren und anderen Produkten auf D-Aminosiureoxydase und Hista- 
minase!~* stellten wir fest, dai Histidin als wirksamste Aminosaure 
unter Bildung eines Perhydrats auffallend gut H,O, bindet!. Wir inter. 
essierten uns daher dafiir, ob auch andere Peroxyd- und Perhydrat- 
bildner Fermentreaktionen, bei denen H,O, auftritt, beeinflussen, ins. 
besondere ahnlich wie Histidin je nach den Reaktionsbedingungen 
aktivieren oder hemmen k6énnen. Fiir Cer(II1)-hydroxyd wurde dies 
bereits gezeigt?. Eine Reihe weiterer organischer und anorganischer 
Perhydratbildner wurde untersucht, wie Harnstoff, Phosphat, Pyro- 
phosphat, Borat und Silikat. Einige dieser Verbindungen stellten sich 
als Aktivatoren (Phosphat, Pyrophosphat), andere als Inhibitoren 
(Borat, Silikat) heraus. Besonders fiel uns die starke Hemmwirkung 
kolloidaler Kieselsiure auf. Wir haben uns daher eingehender mit dem 
KinfluB kolloidal geloster, amorpher und kristalliner Kieselséure auf die 
D-Aminosaureoxydase und ihre Komponenten beschaftigt. Wir wollten 
vor allem klaren, ob die kolloidale Kieselsiure bei unseren Versuchen in 
erster Linie das Coferment oler das Apoferment beeintrachtigt. Diese 
Frage ist deshalb von besonderem Interesse, weil zur Zeit beziiglich cer 
Genese der Silikose Unklarheit dariiber besteht, ob die von den Quarz- 
oberflichen im Gewebe sich als ., Depotgift’*> ablésende kolloidale Kiesel- 
siure vorwiegend eiweiBschidigend oder nucleotidschadigend wirkt. 
Kolloidale Kieselsiure wirkt eiweiBfallend® und fibroplastisch®. Binde- 





! W. Dirscherl u. K.-O. Mosebach, Naturwissenschaften 41, 552 [1954]. 

2 W. Dirscherl u. K.-O. Mosebach, Liebigs Ann. Chem. 604, 75 [1957]. 

3 K.-O. Mosebach u. W. Dirscherl, Chem. Ber. 90, 992 [1957]. 

4 K.-O. Mosebach, diese Z. 809, 206 [1957]. 

° W. Klosterkétter in K. W. Jétten, W. Klosterkétter u. G. Pfeffer- 
korn, Die Staublungenerkrankungen, II, S. 83f., Verlag D. Steinkopf, Darmstadt 
1954. 


6 F. Rappaport u. I. Reifer, Mikrochim. Acta [Wien] 1, 20 [1937]. 
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gewebsbildung ist aber gerade ein Kennzeichen echter Silikose. Ander- 
seits zeigen neuere Untersuchungen, insbesondere von Schwarz und 
Baronetzky’, daB geléste Kieselsdure den hydrolytischen Abbau von 
Polynucleotiden beschleunigt und die Phosphorsdéure durch Umesterung 
verdrangen kann. Da das Coferment der D-Aminosdiureoxydase (FAD) 
ein phosphorsaurehaltiges Dinucleotid ist, bestand die Méglichkeit, daB 
es sich bei der von uns beobachteten Silikathemmung um einen der- 
artigen Hydrolyseeffekt gegeniiber dem Dinucleotid handelt. Die 
D-Aminosdureoxydase wurde zur Klarung dieses Problems nicht des- 
wegen herangezogen, weil sie in diesem Zusammenhange ein besonderes 
Interesse beanspruchen kénnte, sondern weil dieses Ferment besonders 
gut gereinigt und in seine Komponenten zerlegt werden kann. Es dient 
lediglich als Modell eines zusammengesetzten Oxydationsferments. 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB bei Prainkubation mit 
kolloidaler Kieselsiure in erster Linie das Apoferment angegriffen wird, 
wihrend das reagierende Ferment weitgehend stabilisiert ist. 


Methodik 
Fermentpraparate 
Das Apoferment der p-Aminosaéureoxydase wurde nach Negelein und 
Brémel® gewonnen. Als Coferment diente entweder das Bariumsalz von FAD, 
das nach Warburg und Christian® isoliert wurde, oder freies FAD (Sigma, 
Chemical Company, USA). 
Kieselsiurepraparate 


Als kolloidal geléste Kieselsiure diente eine mit Phosphatpuffer (nicht 
Salzsaure; Chlorionen hemmen erheblich und kénnen zu Fehlurteilen fiihren) 
neutralisierte Natriumsilikatlésung (Natronwasserglaslésung). Die Stammlésung 
enthielt etwa 35% eines Gemischs von Natriumtri- und -tetrasilikat (Na,0-3,36 
SiO,; Dichte 1,37). Die Freiheit von Schwermetallionen wurde flammenphoto- 
metrisch iiberpriift. Die stark alkalische Oligokieselsiurelésung polykondensiert 
beim Neutralisieren zu kolloidaler Kieselsiure. Bei eincr Konzentration von 
200 ug/ml erstarrt sie etwa nach einem Tag zu einem Gel. 

Als amorphe unlésliche Kieselsiure im kolloidalen Bereich verwendeten 
wir Aerosil (Degussa, Frankfurt) mit einer TeilchengréBe von etwa 20 A. Sie 
gibt langsam etwas Monokieselsiure an Wasser ab’. 

Als kristallines Praparat wurde Dérentruper Quarzmehl OP 3 mit einer 
KorngréBe von 80 yu, das wegen seiner besonderen Reinheit von der optischen 
Industrie verwendet wird, eingesetzt. Auch dieses Praparat liefert nach Schwarz 
und Baronetzky’ beim Schiitteln mit Wasser etwas Monokieselsaure. 


Versuchsansatz 


Der O,-Verbrauch beim Abbau von p-Alanin durch p-Aminosaureoxydase 
wurde manometrisch nach Warburg verfolgt. Es wurde durchweg bei px 7.2, 37° 
und in m/15-Phosphatpuffer (Gesamtvolumen 2 m/) gearbeitet. Als Atmosphare 
diente Luft. Im Einsatz befanden sich 0,05 ml einer 20proz. Kalilauge auf Filter- 
papier. 

7 R. Schwarz u. E. Baronetzky, Angew. Chemie 68, 573 [1956]. 
8’ E. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 800, 225 [1939]. 
® O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]. 
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Ergebnisse und Diskussion 


Einwirkung der verschiedenen Kieselsaureformen 
auf das Holoferment 


a) Zusatz von 200 vg kolloidal geléster Kieselsaure fiihrt regel. 
maBig zu auBerordentlich starken Hemmungen, durchschnittlich etwa' 
80% (Abb. 1, ausgezogene Kurven). Diese Hemmungen sinken beim Ver. 


4903 











Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Hemmung der p-Aminosaureoxydase durch kolloidal geléste Kieselsaure. 

Alle Ansaitze wurden 45 Min. bei 37° ohne (0) bzw. mit (@) Silikat _<icipanames 

1. Holoferment prainkubiert: , Apoferment prainkubiert: ——; 

3. Coferment prainkubiert: o—-°—- 3 4. a. doch bei Verwe adung partie fi 
denaturierten lanl rments: -------- 

Ansatz: 4 ug FAD; 400 ng Apoferment; 0,01 p-Alanin; ~ "200 ug Natriumsilikat. 


Abb. 2. Aktivierung der p-Aminoséiureoxydase durch Quarz (O ohne bzw. @ mit 
Quarz). 
Ansatz: 1 mg Quarzmehl (2 Tage bei Raumtemp. in Wasser geschiittelt); 0,01m 
p-Alaniny 15 ug FAD 150 ug Apoferment ( ) baw. 3 ug FAD + 300 ng 
Apoferment ( ). 


diinnen der Silikatlésung auf den zehnten Teil auf etwa 10%. Schon 
dieses Ergebnis zeigt, daB die kolloidale Kieselsiure weniger im Sinne 
einer negativen Katalyse als vielmehr als st6chiometrisch behandelbarer 
Partner eingreift. Interessant ist das Auftreten von opaleszierenden, bis 
zu einige Millimeter groB werdenden, recht scharf umgrenzten Korpern 
die méglicherweise Addukte von Eiweif und Kieselsiure darstellen. Sit 
verkohlen beim Ausglithen und hinterlassen weiBes Kieselsiurepul ver 
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b) Bei Zusatz von amorpher, unloéslicher Kieselsadure (2 ug 
Coferment, 200 ug Apoferment, 0,01m D-Alanin, | mg Aerosil) wurde 
praktisch keine Einwirkung beobachtet. 

c) Zusatz von Quarzmehl!l (Abb. 2) fiihrt bei kleinen Ferment- 
konzentrationen zu Aktivierungen, die bei Erhéhung der Ferment- 
konzentration kleiner werden. Damit hat dieser Quarzeffekt Ahnlich- 
keit mit dem an unserem Institut mehrfach beobachteten Phainomen, 
bei dem mit zunehmender Fermentkonzentration Aktivierungen durch 
bestimmte Effektoren kleiner werden?!°. Der bei uns 6fters beobachtete 
Ubergang in Hemmungen wurde allerdings bei den Versuchen mit 
Quarzmehl nicht beobachtet. Der Aktivierungseffekt kann nicht durch 
die in Lésung gegangene Monokieselsiure verursacht worden sein, weil 
er sonst auch bei Verwendung von Aerosil aufgetreten sein miiBte, 
sonlern diirfte eine Auswirkung der Quarzoberflaichen selbst sein. Das 
ist zunachst unverstandlich, weil im allgemeinen Glasoberflaichen 
fermentschadigend wirken (siehe z. B. die Arbeit von Jeffree™ tiber 
saure Phosphatase). Man kann zur Erklarung heranziehen, daB die 
unziihligen Quarzoberflachen, -kanten und -ecken im Quarzmehl ge- 
nigend aktive Zentren zur Bindung und Adsorption von lonen und 
Molekiilen besitzen. Diese k6nnten einerseits hemmende Schwer- 
metallionen usw. aus Ferment und Milieu entfernen (Enthemmung), 
anderseits Sauerstoff binden und fiir den oxydativen Abbau des D-Ala- 
nins aktivieren. Es ist bekannt, daB Quarzmehl wegen einer solchen 
Aktivierung von Sauerstoff Knallgas zur Explosion bringen kann!’. 

Wahrend der letzten Jahre wurde der Einflu8 von Quarzmehl 
auf einige Hydrolasen von Helferich und anderen Autoren'® unter- 
sucht. Eine bemerkenswerte Entdeckung war hierbei die Aktivierung 
der Pankreas-Esterase, die auf Inaktivierung eines biogenen Pankreas- 
Inhibitors durch die Quarzoberflachen zuriickgefiihrt wird. Diese Ver- 
mutung wurde in Anlehnung an eine Beobachtung von Bamann und 
Feichtner' ausgesprochen, nach der die Lésung von Pankreas- 
Esterase mit der Zeit aktiver wird. Diese Autoren nahmen an, daB im 
rohen Esterase-Praéparat ein natiirlich vorkommender Inhibitor ent- 
halten ist, der schneller als das Ferment inaktiviert wird. Bei einem 
Vergleich dieser Esteraseaktivierung mit der Aktivierung der D-Amino- 
siureoxydase ergeben sich interessante Widerspriiche. Unsere Akti- 
vierungen kénnen kaum auf die Beseitigung eines natiirlich vorkom- 
menden Inhibitors zuriickgefiihrt werden, da hochgereinigte Ferment- 
priparate cingesetzt wurden. Anderseits zeigen, wie wir festgestellt 
haben, auch Lésungen der hochgereinigten D-Aminosiureoxydase cie 

'0 W. Dirscherl, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 48, 112 
' G.M. Jeffree, Biochim. biophysica Acta {Amsterdam | 20, 503 [1956]. 

2 L. Holzapfel in I. ¢.5, u. zwar S. 13. 

3 B. Helferich u. E. Schmitz, Beitr. Silikoseforsch. 24, 1 [1953]; H. Bau- 
mann, ebenda 35, 1 [1955]; D. Nachtsheim, ebenda 50, 53 [1957]. 

4 FE. Bamann u. C. Feichtner, Biochem. Z. 288, 295 | 1936]. 
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von Bamann und Feichtner festgestellte Aktivitaétssteigerung mit 
der Zeit. Wir halten es daher fiir méglich, daB derartige Anderungen| Jed 
der Fermentaktivitat nicht unbedingt auf den EinfluB eines besonderen} \*- 
Inhibitors zuriickzufiihren, sondern unmittelbare Folge struktureller| “~ 
Verschiebungen im Fermentprotein bei Alterung oder Quarzeinwirkung 
sind. 


ohn 

1-H 

2. Getrennte Einwirkung von kolloidal geléster Kieselsaure os 
Cat 

auf Apo- und Coferment Dek 


a) Einwirkung auf das Apoferment (Abb. 1, Kurven — — — —) 
Natriumsilikat und Apoferment wurden im Hauptraum der Warburg} \,q. 
GefaBe 45 Min. bei 37° prainkubiert. Danach wurden Substrat un/j,;), 
Coferment eingekippt. Unter den angegebenen Bedingungen wurde eine}),,, 
Hemmung von 77% beobachtet, deren GroBe sich wahrend der Ver-} (i, 
suchszeit nicht mehr anderte. Lees 

b) Einwirkung auf das Coferment (Abb. 1, Kurven -—)J schi 
Natriumsilikat, Coferment und Substrat wurden im Seitenarm cet} }ei; 
Warburg-GefaBe bei 37° prdinkubiert. Das Apoferment befand_ sich) tion 
allein im Hauptraum. Eingekippt wurde ebenfalls nach 45 Min. Hierbei| nur 
erhielten wir wesentlich kleinere Hemmungen, die mit der Zeit langsam| forn 
groBer wurden. reag 

Diese beilen Versuche zeigen, daB die Hemmung der D-Amino}(cr 
siureoxydase durch kolloidale Kieselsiure im wesentlichen auf einejinku 
Schadigung des Apoferments zuriickzufiihren ist. 
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a) Histidin erwies sich in friiheren Versuchen? bei der D-Amino- 
siureoxydase als ausgezeichneter Effektor. Es bewirkt eine Streckung 
der Zeit-Umsatz-Kurve und fiihrt daher unmittelbar oder tiber anfang- 
liche Hemmungen zu Aktivierungen. Histidin tibt eine Protektor- 
wirkung gegeniiber schidigenden Schwermetallionen un1 nascierendem 
Hydroperoxyd aus?*. Es interessierte daher, ob Histidin auch cen 
hemmenden Einflu8 kolloidaler Kieselsiure wenigstens zum Teil ver- 
hindern kann. Das miiBte sich in einer Verringerung der Hemmung, die|_ 
ohne Histidinzusatz etwa 80° betraigt, bemerkbar machen. rea 
In einer Untersuchung iiber saure Phosphatase!! stellte Jeffree fest,| “9 
daB héhere Diamine, insbesondere Dekamethylendiamin und Synthaiin io 
das Ferment vor Inaktivierung durch die Glaswand schiitzen. Es wurden}. 
daher zwei der von Jeffree angefiihrten Protektoren tiberpriift, unl|p 
zwar Cadaverin-dihydrochlorid und Dekamethylendiamin. 
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Wie die Tabelle zeigt, wurde weder mit Histidin noch mit det g,,, 
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KinfluB von Effektoren auf die p- Aminosiureoxydase-Hemmung durch Silikat. 


erungen| Jeder Ansatz enthielt: 4 ug FAD, 400 ug Apoferment, 0,01m Alanin, etwa 200 ug 











onderen} \a-Silikat und 0,0im Effektor. Das Apoferment wurde 45 Min. bei 37° mit Natrium- 

tureller silikat und dem jeweiligen Zusatzstoff prainkubiert. 

virkung Zusatze ©, Hemmungen nach 20 Min. 
CRSP Cia Ot Ra coll pees oer aa ae 80 
Joh lb i C1 a ae aa ae a 65 

Isaurefi-Histidin + Coferment ......... 61 
(adaverin-dihydrochlorid . . . .. . .. 65 
Dekamethylendiamin .......... 70 

darlin. b) Auf eine vollig anders geartete Schutzwirkung muB hingewiesen 


arburg. 


werden. Bei allen Versuchen, bei denen Apoferment und Silikat mit- 


at uN inander inkubiert wurden, gleichgiiltig ob ein weiterer Zusatz vor- 


oD 
1 


‘de ein} panden war oder nicht, wurde die nach Einkippen von Substrat und 
ev Ver} (oferment vorliegende Hemmung praktisch nicht gréBer. Man muB also 


amnehmen, daB das reagierende Ferment sich sozusagen autokatalytisch 


— -—}Jschiitzt. Man sieht dies besonders an dem Versuch (Abb. 1, Kurven—.-—.), 
rm cer}hei dem das Silikat mit dem Coferment prainkubiert und erst bei Reak- 
nd sich} tionsbeginn zugesetzt wurde. Hier erreichte die Hemmung nach 45 Min. 
Hierbeij nur etwa !/, der Hemmung, die bei Praéinkubation von Silikat und Apo- 
angsam| ferment erzielt wurde. Das heiBbt also: Kolloidale Kieselsaure greift das 


reagierencde Ferment wesentlich weniger an als das ruhende. Wie aus 


Amino|(er Tabelle hervorgeht, vermag auch das Coferment wahrend der Pré- 
uf eineinkubation von Silikat mit Apoferment nicht wesentlich zu schiitzen. 


Amino- 


Kine Bestatigung der Auffassung, daB das reagierende Ferment 
sich selbst schtitzt, fanden wir bei Verwendung eines partiell denatu- 
tierten Apoferments. Man kann die Aktivitaét des Fermentproteins ca- 
durch herabsetzen, daB man seine Lésung kurze Zeit schiittelt. Ein 
solches Fermentpraparat zeigte bei gleicher Proteinkonzentration, aber 
geringerer Fermentaktivitaét einen wesentlich geringeren Selbstschutz 
wihrend des Umsatzes (Abb. 1, Kurven -------- ). Auch hier war cie 


eckung : . ‘ : ne 
anfiing: Hemmung zu Beginn der Reaktion wesentlich kleiner als nach 4 ral- 
ttektor.@kubation von Apoferment mit Silikat (Kurven ——— —), dafiir 
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tahm die Hemmung wesentlich schneller zu als im vorigen Versuch. 
Nach 40 Min. war etwa die Halfte derjenigen Hemmung erreicht, die 
mach Prainkubation von Apoferment mit Silikat auftrat. 

: Abb. 3 zeigt die Abhiangigkeit der Hemmungen von cer Zeit. 
Kurve a stellt die Hemmungen nach Prainkubation von Silikat mit 
Apoferment car. Man sieht, daB die GréBe der Hemmungen praktisch 
gleich bleibt. Die entsprechende Kurve nach Praéinkubation von Silikat 
nit Coferment bei ungeschidigtem Apoferment ist mit b bezeichnet. 
Die kleinen Hemmungen nehmen nur langsam zu. Kurve ¢ gibt den 
Parallelversuch zu b wieder, bei dem partiell denaturiertes Apoferment 
‘verwendet wurde. Hier werden die anfangs ebenfalls kleinen Hemmungen 
ischneller gréBer, erreichen aber nicht die Werte bei Prainkubation von 
Apoferment mit. Silikat. 
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Es liegt nahe, die beobachteten Hemmungen auf eine Reaktion der 
Kieselsiure mit den FAD-bindenden Zentren des Apoferments zurtick. 
zufiihren. Die Phosphorsiure des Coferments ist salzartig mit eine 
Aminogruppe des Apoferments verbunden. Die Kieselsdure kénnte als 
konkurrierende Saure das Coferment vom Apoferment verdrangen. Diese 
einfache Erklarung reicht aber nicht aus. alle Einzelheiten zu verstehen 
Beim Versuch 3 der Abb. 1 miiBten 45 Min. nach Reaktionsbeginn etwa 
die gleichen Hemmungen vorliegen wie bei Versuch 1 zu Reaktions. 
beginn, da die Kieselsiure in beiden Fallen gleich lang auf das Holo. 
ferment eingewirkt hat, im ersten Falle bei reagierendem, im zweiten 
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Falle bei nicht reagierendem Ferment. Tatsachlich fanden wir bei Ver. 
such 3 nur einen Bruchteil der Hemmung des Versuchs 1. Wir nehme! 
daher an, daB auch bei diesen Versuchen die energiereichen Reaktions 
prolukte in statu nascendi, insbesondere Cas Hydroperoxyd, eine fort: 
laufende Regeneration des belasteten Ferments bewirken, wie wir die: 
in fritheren Arbeiten!~4 schon zum Ausdruck brachten. 

Nach Jager!® iibt Vitamin B, bei experimentell erzeugter Silikos 
eine giinstige Wirkung aus. Er vermutet, daB Vitamin B, von den Quarz- 
oberflichen im Gewebe acdsorbiert und dabei deren schadigender Einflul 
ausgeschaltet wird. Sollte unserer Beobachtung, caB ein reagierende: 
Ferment sich selbst schiitzt. allgemeinere Bedeutung zukommen, k6énnt 





man di¢ giinstige Wirkung von Vitamin B, bei experimentell erzeugte 
Silikose auch auf eine erhéhte Schutzwirkung infolge geforderten Stofi| 


wechsels zuriickfiihren. | 
4. Vergleich der Wirkungen von Silikat und Borat | 


Wegen der chemischen Verwandtschaft von Bor undfSilicium wurt; 
auch die entsprechende Wirkung von Borax gepriift. Bei Inkubation vo 
0.4 ug FAD, 50 ug Apoferment, 0.02m D-Alanin und 0.01m Borax wa 


15 R, Jager in |. c.°, u. zwar S. 148. 
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der Sauerstoffverbrauch nach 1 Stde. um 67% gehemmt (22,5 wl gegen- 
iiber 67,5 ul ohne Borax). 

In diesem Zusammenhange muB auf die zunehmende Erfahrung!® 
hingewiesen werden, daB Borax und Borsiure recht toxische Eigen- 
schaften haben. Interessant ist bei Borsiurevergiftungen das Absinken 
der Temperatur. Es liegt nahe, soweit iiberhaupt Riickschliisse aus 
in-vitro-Versuchen auf die Verhaltnisse in vivo gezogen werden kénnen, 
dieses Absinken der Temperatur mit einer Hemmung energieliefernder 
Fermentreaktionen zu erklaren. Uber die Ursachen der Toxizitit von 
Borséure und Borax ist bisher nichts bekanntgeworden. 


Zusammenfassung 


Der EinfluB verschiedener Kieselsiurepriparate auf Co-, Apo- und 
Holoferment der D-Aminosdéureoxydase wurde untersucht. Quarzmehl 
aktiviert bei kleinen Fermentkonzentrationen. Kolloidal geléste Kiesel- 
siure zeigte dagegen starke Hemmwirkung. Getrennte Inkubation dieser 
kolloidalen Kieselsture mit Apo- und Coferment zeigte, daB in erster 
Linie das Apoferment geschadigt wird. Bemerkenswert ist hierbei, dal} 
das reagierende Ferment wesentlich weniger angegriffen wird als das 
ruhende. Cadaverin und Dekamethylendiamin, die bei der sauren 
Phosphatase vor Inaktivierung durch Glas schiitzen, sind keine Pro- 
tektoren gegeniiber dem Angriff kolloidaler Kieselsaure. 

Ahnlich wie neutralisierte Natriumtetrasilikatlbsungen hemmen 
neutralisierte Natriumtetraboratloésungen. 


Summary 

The influence of various silicic acid preparations on the co-, apo- 
and holoenzyme of D-amino acid oxidase was investigated. When enzyme 
concentrations are low, quartz powder causes an activation. On the 
other hand, silicic acid in colloidal solution exhibited a strong inhibitory 
action. Incubation of colloidal silicic acid with apo- and coenzyme 
separately showed, that mainly the apoenzyme is damaged. It shoul | 
be noted here that the reacting enzyme is attacked to a much lesser 
extent than the resting one. Cadaverine and dekamethylenediamine, 
which in the case of acid phosphatase protect against inactivation by 
glass, exhibit no such action against the attack of colloidal silicic aci(. 

Neutralised sodium tetraborate solutions show an inhibition similar 
to that of neutralised sodium tetrasilicate solutions. 


16S. Moeschlin, Klinik und Theorie der Vergiftungen, S. 139, G. Thieme- 
Verlag, Stuttgart 1952; Gleason, Gosselin u. Hodge, Clinical Toxicology of 
Commercial Products, 8. 122, Williams & Willkins Co., Baltimore 1957. 
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Oxydationsfermente aus Schimmelpilzen und Hefen, IP 


Zum enzymatischen Abbau der Glykol- und Glyoxylsaure 
durch Aspergillus niger 


Von 


Wilhelm Franke und Werner de Boer* 


Aus dem Institut fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1958) 
In der vorausgehenden Mitteilung' waren die Eigenschaften einer 


in Schimmelpilzen verbreitet vorkommenden Glykolat-Dehydrogenase 
naher untersucht worden. Orientierende Versuche an Aspergillus- 
Extrakten (A. fumigatus und A. niger) mit Hexacyanoferrat({L1) als 
H-Acceptor hatten wahrscheinlich gemacht, daB die Umsetzung cer 
Glykolsiure im wesentlichen auf der Stufe der Glyoxylsdure stehen- 
bleibt und daB letztere, als Substrat eingesetzt, nicht in nennenswertem 
Umfang umgesetzt wird. Es war daraus geschlossen worden, da die 
Glykolat- Dehydrogenase bei der Oxalsiurebildung durch Schimmelpilze 
vermutlich keine Rolle spielt. 

Trotzdem erschien uns eine eingehendere Untersuchung der Ver- 
haltnisse erwiinscht. Von den seinerzeit gepriiften beijen Aspergillen 
hatte nur der eine (A. niger) nach der Methode der 'vorgebildeten Mycel- 
decken? Essigsaure in gréBerem Umfang in Oxalsiure tiberzufiihren 
vermocht. Eine Reaktionsfolge 

Essigsiure —> Gly kolsiure —> Glyoxylsiure —> Oxalsaure 
ist fiir Schimmelpilze zwar auch in neuerer Zeit des éfteren®* vertreten, 
spiter aber — hauptsichlich auf Grund von Isotopenversuchen — 
wieder bestritten worden®®, Der kritische Reaktionsschritt diirfte dabei 
der Ubergang von Essigsiure in Glykolsiure sein. Eine Uberfiithrung von 
Glykolsaure in Oxalsiure scheint dagegen nach wie vor im Bercich 


* Dr, W. de Boer hat die Drucklegung dieser seiner Promotionsarbeit nicht 
mehr erlebt. Er starb, trotz schwerer Krankheit noch tatig, am 9. 6. 1958. 

1 T. Mitteil.: W. Franke u. [. Schulz (unter Mitarbeit von W. de Boer), 
diese Z. 308, 30 [1956]. 
2 Vel. K. Bernhauer, Garungschem. Praktikum, 8S. 262, Springer-Verlag, 
derlin 1939. 

3K. Bernhauer u. Z. Scheuer, Biochem. Z. 252, 11 [1932]. 

4H. Knobloch, Biochem. Z. 307, 278 [1941]; F. F. Nord u. J. C. Vitucci, 
Arch. Biochemistry 14, 229 [1947]; Advances in Enzymol. 8, 253 [1948]; V. M. | 
Smith, Arch. Biochemistry 22, 275 [1949]. 

5 F. Lynen u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 560, 149 [1948]. 

6 K. F. Lewis u. S. Weinhouse, J. Amer. chem. Soc. 73, 2906 [1951]; 
R. A. Bomstein u. M. J. Johnson, J. biol. Chemistry 198, 143 [1952]. | 
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des Méglichen zu liegen. In der Tat ist diese Reaktion im Stoffwechsel-7 
wie im Enzymversuch® an Blittern héherer Pflanzen nachgewiesen 
worden. Neuere Isotopenbefunde an A. niger lassen sich so interpretieren, 
daB dieser Pilz in annahernd neutralem Medium den aus dem Pentose- 
abbau stammenden Glykolaldehyd in betrachtlichem MaBe in Oxal- 
siure tiberfiihrt®. 

Aufgabe der folgenden Versuche war es, das Verhalten von Extrakten 
ausgewahlter Pilzstimme, deren Mycel aus Glykolsiure reichlich Oxal- 
siure bildete, gegen Glykol- und Glyoxylsiure als Substrat festzustellen. 
Zur Erzielung héherer Umsatze wurden die Versuchszeiten und die ein- 
gesetzten Enzymmengen gegeniiber den friiheren orientierenden Ver- 
suchen! 2- bzw. 4fach erhéht. Neben anaeroben Versuchen mit Hexa- 
evanoferrat(IIT) als Acceptor wurde auch, um den Verhiltnissen der 
natiirlichen oxydativen Garungen niher zu kommen, eine Anzahl von 
Versuchen unter aeroben Bedingungen ausgefiihrt. Das Ergebnis der 
Untersuchungen la&t sich dahingehend zusammenfassen, daB Oxalsiure 
im Normalfall nicht das Hauptprodukt der Glykolsiureoxydation ist, 
daB aber in Extrakten einzelner Staéimme ein fast quantitativer Ubergang 
von Glykolat in Oxalat stattfinden kann. 


Methodik 


Pilzmaterial 
Von 8 Aspergillus-niger-Stammen (Nr. 303, 304, 307, 309, 310, 315, 317 und 
327) der Institutsammlung, die im allgemeinen auf Wiirzeagar fortgeziichtet 
wurden, wahlten wir wegen der guten Oxalsiiurebildung aus Glykolsiure die 
Stimme Nr. 307, 309, 315 und 327 aus. 


Pilzzichtung und Enzymgewinnung 
Hier folgten wir im wesentlichen den Angaben der [. Mitteilung. Als Nahr- 
medium wurde gewéhnlich eine modifizierte Czapek-Dox-Liésung verwendet, 
in der der Zucker (25 g/l) zu ?/, durch eine C-aquivalente Menge Glykolsaure 
(technische 36proz. Lésung der Fa. Schuchardt) ersetzt worden war. Die Mycel- 
extrakte wurden mit 0,067m Phosphatpuffer, py 7.5, hergestellt und im all- 
gemeinen noch am Herstellungstage zu den Enzymversuchen verwendet. 


Substrate 

Es wurde reine krist. Glykolsiure der Fa. Heyl & Co. benutzt, wahrend 
wir Glyoxylsiure in Form des Natriumsalzes durch Perjodatoxydation von 
Weinsaure!” selbst herstellten. 

Aktivitats- und Umsatzbestimmungen 

Diese wurden ahnlich, wie in der [. Mitteil. beschrieben, gréBtenteils bei 
30° durchgefiihrt. Alle Extrakte wurden vor ihrer Verwendung mit Tillmans- 
Reagenz auf ihre anaerobe Aktivitait gegeniiber Glvkolat getestet; das Aktivitats- 
magS war wieder J, = 100 (1/t 1/ty)/mg Enzym (f und ¢, — Entfarbungszeit im 
Thunberg- Versuch mit bzw. ohne Substrat). 


7-H. B. Vickery u. J. K. Palmer, J. biol. Chemistry 221, 79 [1956]. 

8 R. J. Kenten u. P. J.G. Mann, Biochem. J. 52, 130 [1952]. 

® W.W. Cleland u. M.J.Johnson, J. biol. Chemistry 220,595 [1956]. 

10 Dp. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 644 
[1954]. 
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Die Hexacyanoferrat(I[I)-Versuche wurden ebenfalls in Thunberg-Rohr- 
chen durchgefihrt, das nichtverbrauchte Hexacyanoferrat(II[) wurde am Ver- 
suchsende jodometrisch bestimmt'!. Die Ansiatze enthielten gew6éhnlich 2,0 ml 
Enzymlosung, 1,0 oder 2,0 m/ 0,1lm K,Fe(CN),, 1,0 ml 0,1m Natriumglykolat oder 
-glyoxylat, 1,0 m/ 0,2m Tris-Puffer, py 7,0 und Wasser ad 5,0 ml. 

Der Ansatz der aeroben Warburg-Versuche war bis auf den wegfallenden 
Hexacyanoferrat(III)-Zusatz derselbe. Kontrollen ohne Substrat liefen stets mit. 
Als aerobes AktivitatsmaB wird bisweilen die um die Eigenatmung der Enzym- 
lésungen korrigierte Atmungsgrébe 

Qo, — qo, = #1 O,/mg Enzym/Stde. 


verwendet. 
Analytische Methoden 

Teils als Substrate, teils als Reaktionsprodukte waren folgende Stoffe zu 
bestimmen: Essigsaure, Glykolsiure, Glyoxylsaure, Oxalsiure, Ameisensdure und 
CO,. Fir die Bestimmung von Glykol-, Glyoxyl- und Oxalsaure reichten die 
iiblichen 5-m/-Ansatze aus. Zur Bestimmung von Ameisensaiure und CO,, die nur 
in aeroben Versuchen erfolgte, wurden 20fache Ansatze in einer 1-/-Flasche bei 
21—26° geschiittelt und nebenher als ,,Indikatoransatze‘* Warburg- Versuche 
bei gleicher Temperatur durchgefiihrt. Auch die Bestimmung der Essigsaure, die 
nur in einigen Vorversuchen mit intaktem Mycel in Betracht kam, geschah im 
MakromaBstab. 

Im einzelnen wurden folgende Verfahren angewandt: Essigsiure wurde 
aus kongosaurer Loésung durch 5malige Destillation unter wiederholter Wasser- 
zugabe iibergetrieben und im Destillat titriert!!. — Glykolsaure wurde nach 
1. c.!2 photometrisch bestimmt. Da Gegenwart von Glyoxylsiure die Bestimmung 
stérte, wurde diese durch !/,stdg. Einwirkung von 0,5 ml Iproz. H,O, vorher 
oxydiert und das iiberschiissige H,O, durch Zugabe einiger Tropfen verdiinnter 
Katalase-Lésung (Boehringer-Mannheim) zerstért. Der Neigungswinkel der photo- 
metrischen Glykolsiure-Eichgeraden wird je nach Menge der urspriinglich vor- 
handenen Glyoxylsiure etwas verringert. Es wurde daher eine Schar von 
Kichkurven mit variiertem Glyoxylsiure-Zusatz aufgenommen und bei der Aus- 
wertung die jeweils vorhandene, im Parallelversuch bestimmte Glyoxylsauremenge 


zugrunde gelegt. — Glyoxylsaure wurde wie friiher! photometrisch bestimmt. 
Oxalsiure wurde meist in einem Doppelansatz nach EnteiweiBung mit 


Essigsdure (pp 4,5) mit CaCl, gefallt, der Niederschlag nach 16stdg. Stehenlassen 
im Eisschrank abfiltriert und nach Lésen in verd. H,SO, mit 0,01n KMn0O, titriert. 

Ameisensaure wurde ahnlich wie Essigsaiure erst iiberdestilliert!® und im 
Destillat das durch Reduktion von Hg(l, gebildete HgCl gravimetrisch bestimmt". 
— CO, wurde aus angesaiuerten Ansitzen mit N, ausgetrieben und durch 3 Pé- 
ligot-Rihren mit 0,02n Ba(OH), geleitet, dessen Titerabnahme mit 0,01n HC! 
bestimmt wurde. 





Ergebnisse 
1. Auswahl geeigneter Pilzstamme 
Acht A.-niger-Stimme wurden auf ihre Fahigkeit zur Oxalsaurebil- 
dung aus Glykolsaure gepriift; zum Vergleich liefen Versuche mit 
Essigsaure als Substrat mit. 


" W. Franke u. H. Rudloff, Biochem. Z. $10, 207 [1942]. 

2S. Dagley u. A. Rodgers, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 12. 
591 [1953]. 

13, H.G. Wood u. H. Gest in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods 
in Enzymology III, S. 285, Academic Press, New York 1957. 
M4 F, Auerbach u. F. Zeglin, Z. physik. Chem. 108, 161 [1923]. 
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Nach 4—5Stigiger Vorziichtung auf normaler Czapek-Dox-Lisung in 
300-ml-Erlenmeyer-Kolben wurden Myceldecken erhalten, die nach dem AbgieBen 
der Nahrlésung von unten gespiilt und mit der eigentlichen Reaktionslésung, 
20 mMol Substrat (als Natriumsalz) in 50 m/ enthaltend, unterschichtet wurden. 
Nach weiterer 10tigiger Inkubation bei 28° erfolgte Oxalsaurebestimmung im 
Kulturfiltrat. 

Stamm 310 lieferte weder auf Essigsiure noch auf Glykolsiure Oxal- 
saure, Stamm 303 und 317 nur auf Essigsiure. Bei den tibrigen Stémmen 
war die Oxalsdurebillung aus Glykolsadure (3,9—15,0% des eingesetzten 
Substrats) derjenigen aus KEssigsiure (8,7—62,0% des eingesetzten 
Substrats) betrachtlich unterlegen; quantitative Beziehungen zwischen 
beiden Vorgaingen bestanden nicht. Ahnliche Befunde sind schon 
frither*}*1> erhoben worden und stellen das Hauptargument gegen den 
Reaktionsschritt Essigsiure -- Glykolsiure dar!. 

Diese Versuche waren insofern nicht eindeutig, als das AusmaB des 
jeweiligen Substratschwunds nicht bekannt war. In einer zweiten Ver- 
suchsreihe wurden daher Substratabnahmen und Oxalsiuremengen bei 
den vier besten Oxalsaéurebildnern aus Glykolsiure in quantitative 
Beziehung zueinander gesetzt (Tab. 1). 


Tab. 1. Substratschwund und Oxalsaurebildung nach 10 Tagen bei 
= i eS fn) 
vier A.-niger-Stammen. 





Substrat (20 mMol) Essigsaure Glykolsiure 
Stamm Nr. 307 | 309 | 315 | 327 | 307 | 309 | 315 | 327 





°. Substratabnahme 66,0 | 52,7 | 96,0 | 70,5 | 15,8 | 18,5 | 22,7 | 27,0 
Oxalséurebildung in 


° der Substratab- 
OS a ae 62,0 | 78,0 | 74,0 | 70,2 | 48,2 |. 55,0 | 86,5 | 72,5 








Der Substratschwund ist bei Essigsiure etwa 3—4mal gr6Ber als 
bei Glykolsiure. Doch ist die darauf bezogene Oxalsdurebildung in 
beiden Fallen von vergleichbarer GréBe. Bei Stamm 315 wird aus Glykol- 
siure relativ sogar betrachtlich mehr Oxalséure gebildet als aus Essig- 
sdure. 

Alle folgenden Versuche wurden mit Extrakten der oben verwendeten 
vier Pilzstimme ausgefiihrt. 


2. Anaerobe Versuche mit Mycelextrakten 
a) Ansatze mit Hexacyanoferrat(III) 


In den folgenden Versuchsreihen wurden die Ansatze mit Glykolat 
oder Glyoxylat als Substrat 60, 120 und 180 Min. lang anaerob bei 30° 


15 H. Raistrik u. A.B.Clark, Biochem. J. 18,329 [1919]; K. Bern- 
hauer u. F.Slanina, Biochem. Z. 264, 109 [1934]; T. A. Bennet-Clark u. 
C.J. La Touche, New Phytologist 34, 211 [1935]; A. Allsopp, New Phytologist 
36,327 [1937]. 

16 Vol. J. W. Foster, Chemical activities of fungi, S. 340f., Academic Pres‘s 
New York 1949. 
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inkubiert und nach diesen Zeiten (wie auch zu Versuchsbeginn in einem 
besonderen Ansatz) einerseits das noch vorhandene Kaliumhexacyano- 
ferrat(III), andererseits gebildete bzw. noch vorhandene Glyoxylsiure 
und schlieBlich die entstandene Oxalsiure bestimmt. 

Bei Extrakten aus den Staémmen 307, 309 und 327 wurde die Hexacyano- 
ferrat-Menge auf 2,0 ml (200 Mol) erhéht, da 1,0 ml in 3 Stdn. nahezu oder voll- 









|] 


Stamm 309 


+4 + 1 = i 

















Abb. 1. Umsatz von je 100 «Mol Glykolat (a) und Glyoxylat (b) mit K,Fe(CN), 
in Gegenwart von Mycelextrakt aus verschiedenen Stémmen von A. niger. 


Stamm Nr.: 307 309 315 327 

i: 10,6 16,3 13,0 17,9 

mg Protein einges.: 10,4 13,2 11,0 11,2 
[ Hexacyanoferrat(ITI)-Abnahme(Mol/2) ITI Oxalat-Bildung 

IT Glyoxylat- Bildung [IV Glyoxylat-Abnahme 


standig verbraucht war. Der Hexacyanoferrat(IIT)-Verbrauch der substratfreien 
Ansatze (nach 3 Stdn. 3—-7, im Mittel 5 ~Mol) ist bei den Angaben der folgenden 
Tabellen und Abbildungen bereits abgezogen. 


Fiir eine vollstandige Analyse waren — von den substratfreien Kontrollen 
abgesehen — drei Ansitze erforderlich, und zwar ein Ansatz fiir die Hexacyano- 
ferrat(III)-Titration und zwecks erhéhter Genauigkeit —- zwei Ansiatze fiir «lie 


Oxalsiurebestimmung; die folgenden Angaben beziehen sich jedoch auf einen 
Normalansatz. Von den Oxalsaiure-Ansitzen wurden vorher fiir die Glyoxylsaure- 
bestimmung 0,02—0,04 m/l abgezweigt. 

Der Oxalsiuregehalt der verwendeten Enzymlésungen (2,25—4,5 «Mol. 


im Mittel 3,0 wMoi) ist in den Werten der Tabellen und Abbildungen ebenfalls 


bereits abgezogen. 
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Die Ergebnisse von zwei Doppelversuchsreihen (a Glykolat, b Gly- 
oxylat) mit den vier Stémmen sind in Abb. 1 aufgezeichnet. Die molaren 
Hexacyanoferrat(III)-Werte sind halbiert, um der Aquivalenz zwischen 
1 Mol Hexacyanoferrat und !4 Mol Glykolat bzw. Glyoxylat Rechnung 
zu tragen. 

Das Auffallendste an diesen Versuchen ist die Sonderstellung des 
Stammes 315. Bei Betrachtung der Gly kolat-Reihen (a) erkennt man, 
da die drei anderen Stémme — im folgenden auch als ,,Normalstémme* 
bezeichnet — nach den verschiedenen Inkubationszeiten eine Glyoxylat- 
bildung bewirken, die 77—91 %, im Mittel 85%, des Hexacyanoferrat(IT1)- 
Schwunds ausmacht. Im Gegensatz hierzu erreicht die Glyoxylatbildung 
bei Stamm 315 maximal 42% nach 60 Min. und ist nach 180 Min. auf 
23°% des Hexacyanoferrat(II1)-Schwunds abgesunken. 

Es wurden mit den Normalstaémmen auch Versuche bei 4mal kleinerer Enzym- 
konzentration (0,5 ml) ausgefiihrt, die ungefihr den orientierenden Versuchen der 
I. Mitteil. entsprachen. Hier machte die nach 45 bzw. 90 Min. gebildete Glyoxyl- 
siuremenge 92—97, im Mittel 94°,, des Hexacyanoferrat(III)-Schwunds aus. Die 
seinerzeit gefundenen niedrigeren Glyoxylsdureausbeuten (52—-82°,,, im Mittel 
71°,,) beruhten in erster Linie auf Verwendung einer fehlerhaften Kichkurve, neben 
noch geringer methodischer Erfahrung. 

Wahrend Oxalatbildung aus Glykolat bei den Normalstémmen nur 
spurenweise eintritt, ist sie bei Stamm 315 betrachtlich und nimmt 
stetig zu, so daB nach 3 Stdn. deutlich mehr Oxalat als Glyoxylat in der 
Reaktionsl6sung vorhanden ist. Schon hieraus ist ersichtlich, da®B in 
Extrakten dieses singuliren Stammes Glyoxylsiure in erheblichem Um- 
fang in Oxalsiure tibergeht. 

Die Glyoxylat-Versuche (b) bestiatigen dieses Ergebnis. Wahrend 
bei den Normalstémmen die Geschwindigkeit des Glyoxylatschwunds 
nur einen Bruchteil von derjenigen der Glykolatabnahme* ausmacht, 
erreicht und iibertrifft im weiteren Verlauf bei Stamm 315 der Glyoxylat- 
schwund die Glykolatabnahme im Parallelversuch. Zweierlei ist dabei 
noch bemerkenswert: 1. die Hexacvanoferrat(II1)-Abnahme betragt nur 
einen Bruchteil des Glyoxylatschwunds; sie macht bei den vier Staémmen 
307, 309, 315 und 327 nach 3 Stdn. nur 24, 16, 6 bzw. 7% ces letzteren 
aus; 2. rund die Halfte der also im wesentlichen nichtoxydativ ver- 
schwundenen Glyoxylsiure erscheint als Oxalsiure; in der tblichen 
Reihenfolge der Stémme findet man nach 3 Stdn. 51, 44, 42 bzw. 48%. 
Diese Befunde legten erstmals die Vermutung nahe, daB auch in Gegen- 
wart von Hexacyanoferrat Glyoxylsiure hauptsichlich durch Dis- 
mutation umgesetzt wird. In besonders groBem Umfang erfolgt dies 
offenbar in Extrakten des Stammes 315. 


* Glykolat konnte nach unserer Methode in Gegenwart von Hexacyanoferrat 
nicht bestimmt werden, da letzteres beim Erhitzen mit starker Schwefelsiure 
unter Blaufarbung zersetzt wurde. Als MaB der Glykolatabnahme wurde daher 
der Hexacyanoferrat(III)-Schwund (4Mol/2) gewahlt, was nach dem minimalen 
Verbrauch in den Glyoxylatansitzen erlaubt erscheint. 
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Die friiher! in orientierenden Versuchen mit 4mal kleinerer Enzymkonzen- 
tration gefundene geringe Umsetzungsgeschwindigkeit der Glyoxylsaure als 


Substrat lieB sich 


bestatigen: In Ansitzen mit je 100 ~Mol Glyoxylat und Hexa- 


cyanoferrat(IIT) waren nach 90 Min. von den Normalstammen 307, 309 und 327 


4,5, 3,5 baw. 5,5 


Mol Glyoxylat abgebaut worden, vom Stamm 315 10 «Mol. 


Auffallend ist noch an den Versuchen mit Glykolat als Substrat bei den 
Stammen 307, 309 und 315, daB der Hexacyanoferrat(III)-Verbrauch nach 1—2 
Stdn. zum Stillstand kommt, obwohl noch eine betrachtliche H-Acceptor-Menge 
vorhanden ist. Dies spricht fiir Erzymhemmung oder -inaktivierung. Bei dem 
besonders aktiven Enzym 327 tritt die Erscheinung weit weniger hervor. Auf 
diese Frage wird spater noch naiher einzugehen sein. 


b) Acceptorfreie Ansitze 


Zur Priifung der oben ausgesprochenen Vermutung eines dismu- 
tativen Glyoxylsiureumsatzes wurde untersucht, ob in Abwesenheit von 
Hexacyanoferrat(III1) ebenfalls Oxalsiure aus Glyoxylsdure gebilcet 
wird; in diesen Versuchen wurce auch das andere zu erwartende Reak- 
tionsprodukt, die Glykolsaure, bestimmt (wozu 0,2—0.4 ml Reak- 
tionslésung geniigten). Wir beschrankten uns hier auf die Untersuchung 
von Extrakten eines typischen Normalstamms (307) und des Stamms 315. 
Abb. 2 zeigt das Ergebnis der beiden Versuche. 





Stamm 207 





oxylat (100 ~Mol) in Gegenwart von 





Mycelextrakt aus A. niger 307 und 


315. 





mg Protein einges.: 10,4 (307) und 
11,0 (315). 














I Glyoxylat-Abnahme; II Glykolet- 
Bildung; ITI Oxalat-Bildung 











AuBer dem Oxalsauregehalt war hier auch der Glykolsauregehalt der Mycel- 
extrakte in Rechnung zu stellen; er betrug in 2,0 ml 5,4 «Mol bei Stamm 307 und 
4,85 «Mol bei Stamm 315. In den Angaben der Abb. 2 sind diese Werte bereits 


abgezogen. 





Abb. 2. Anaerober Umsatz von Gly. | 


| 


Auch in den acceptorfreien Ansitzen erscheint rund die Halfte cer | 


verschwuns lenen 


Glvyoxylsadure als Oxalsiure; die andere Halfte wird als 


Glykolsiure wiedergefunden : 


2 CHO-( 


‘0O,.H + H,O - CO,H-CO,H ++ CH,(OH)-CO,H (1) 


| 
Der Extrakt aus Stamm 315 zeigt 5mal hohere Aktivitat als derjenige 


aus Stamm 307. 
suchen der Abb 


ahnlich wie schon friiher in den entsprechenden Ver- 


. 1. Damit ist erwiesen, caB Hexacyanoferrat(IIL) als 


H-Acceptor beim Glyoxylsiureumsatz praktisch keine Bedeutung be- 


sitzt. Nach Abb 


. 1 steigt das Dismutationsvermégen der untersuchten 


Staémme in der Reihenfolge 309 < 307 < 327 < 315 an. Es findet sich 


also in Aspergillus-Mycel auBer der friiher! nachgewiesenen Glykolat- 
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Dehydrogenase noch ein weiteres Ferment oder wahrscheinlicher Fer- 
mentsystem, das im folgenden mit Vorbehalt als ..Glyoxylat-Dis- 
mutase‘ bezeichnet werden soll. 

Angaben iiber eine analoge Umsetzung der Glyoxylsiure durch Hefe- 
Macerationssaft fanden wir in einer alteren Arbeit russischer Autoren!’. 

In zwei Parallelansatzen mit 100 und 200 “Mol Glyoxylat, Gesamt- 
konzentrationen von 0,02m bzw. 0,04m entsprechend, wurden nach 
180 Min. Substratabnahmen von 48,5 bzw. 88,0 «Mol beobachtet. Auch 
in diesem Bereich relativ hoher Substratkonzentrationen besteht dem- 
nach noch annahernde Proportionalitat der Umsetzungsgeschwindig- 
keiten. 

c) Zur Frage der fehlenden Acceptorfunktion von Hexacyano- 
ferrat(lil) wahrend der Glyoxylatdismutation 

Es war merkwiirdig, daB nach Abb. 1 die Oxalatproduktion aus 
Glyoxylat in Gegenwart von Hexacyanoferrat(II1) nicht tiber 50% an- 
stieg; denn das dismutativ entstandene Glykolat konnte mit Hexa- 
cyanoferrat(III) doch wieder zu Glyoxylat dehydriert werden, so dab 
aus letzterem theoretisch 100%, praktisch zum mindesten wesentlich 
mehr als 50% an Oxalat entstehen konnte. Drei Ursachen kamen fiir 
das Ausbleiben erhéhter Oxalatbildung in Gegenwart von Hexacyano- 
ferrat in Frage: 

1. progressive Inaktivierung der Glykolat-Dehydrogenase bei der 
Inkubation mit Hexacyanoferrat, 

2. Hemmung der Glykolat- Dehydrogenase durch Glyoxylat, 

3. Hemmung der Glykolat-Dehydrogenase durch Oxalat. 

Zu 1: Zu einem Glyoxylatansatz mit Hexacyanoferrat wurde nach 
60 Min. erneut die gleiche Menge’ Enzymlésung des besonders glyoxylat- 
aktiven Stamms 315 wie zu Anfang gegeben und die Oxalatbildung 
(unter Berticksichtigung des Oxalatgehalts der Enzymlésung) nach 
weiteren 60 und 120 Min. bestimmt (Tab. 2). 

Tab. 2. Umsatz von Glyoxylat inGegenwart von Hexacyanoferrat(ITT) (je 100 Mol) 
bei Zusatz von 2,0 m/ Mycelextrakt (315) bei Versuchsbeginn und nach 60 Min. 
(iy, = 1032): 











roe oe ‘ 60 60 

Zeit (Min.) 60 60 120 
Glyoxylat-Abnahme in wMol. . . . . . . . 22,0 | 55,0 66,5 
Oxalat-Bildung in wMol. ......... 9,9 23.6 30,5 
Oxalat in °%, der Glyoxylat-Abnahme .. . 45,0 | 43,0 46,0 


Tab. 2 zeigt, daB auch bei Zugabe frischer Enzymlésung nach 
60 Min. die Oxalsiurewerte 50°% nicht tibersteigen. Eine Inaktivierung 
der Glykolat- Dehydrogenase ist fiir ciese Erscheinung also nicht ver- 
antwortlich zu machen. 


17 A. Stepanow u. A. Kusin, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1147 [1930]. 
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Trotzdem findet eine solche Tnaktivierung in gewissem Umfang statt. So 
wies ein 60 Min. mit Hexacyanoferrat (ohne Substrat) inkubierter Extrakt aus 
Stamm 309 nach Glykolatzugabe in der folgenden Stde. eine gegeniiber frischem 
Extrakt um rund 50°{ verringerte Aktivitaét auf. Doch geniigt dieser Aktivitits- 
verlust nicht, um das in den Glykolatversuchen der Abb. 1 beobachtete rasclhie 
Abklingen der Substratdehydrierung zu erklaren. 

Zu 2: Beieinem Extrakt aus Stamm 309 (mit schwacher Dismutase- 
Wirkung) wurde die Glykolatdehydrierung in Gegenwart von Glyoxylat 
verfolgt (Tab. 3). 

In Tab. 3 und 4 sind die Hexacyanoferrat(III)-Werte bereits um den geringen 
Leerverbrauch der Enzymlésung (etwa 3 Mol nach 180 Min.) korrigiert. 


Tab. 3. Hexacyanoferrat(I[])-Abnahme (Anfangstiter 200 ~Mol) mit 2,0 ml Mycel- 
extrakt (309) in Gegenwart von Glykolat, Glyoxylat und Glykolat -+- Glyoxylat 











CP 12,9). 
\Substrat a b c 
& es of 
\ harmony Glyoxylat Glykolat (angeg. Menge) Hemmung* 
Min ey sees (100 Mol) Glyoxylat (100 ~Mol) 2 
100 «Mol Glykolat 
60 90 2 67 ral 
120 94 2 67 30 
180 98 } 67 34 
50 uMol Glykolat 
60 79 ] | 38 52 
120 82 3 | 4] 52 
is80 83 { 40 54 
20 uMol Glykolat 
60 43 0 18 58 
120 43 l 18 59 
180 44 2 19 59 
10 ~Mol Glykolat 
60 19 | | 7 65 
120 20 2 8 64 
180 20 3 | 8 65 











* O° Hemmung 100 (1 
\ 


Nach Tab. 3 sind die Hexacyanoferrat(II1)-Abnahmen in Gegen- 
wart von Glykolat + Glyoxylat wesentlich kleiner als der Summe cer 


Einzelabnahmen entsprechen wiirde. Die Hemmung scheint (wenigstens | 


zum Teil) kompetitiver Natur zu sein, da sie bei konstanter Glyoxylat- 
konzentration mit fallender Glykolatkonzentration zunimmt. 

Wabhrscheinlich handelt es sich um einen Analogiefall zur lange bekannten 
Hemmung der Lactat-Dehydrogenase aus Bakterien'’, Hefe'® und_ tierischen 
Geweben”? durch Pyruvat. 

18 J, H.Quastel u. W. R. Wooldridge, Biochem. J. 22, 689 [1928]. 

19 F. Bernheim, Biochem. J. 22, 1178 [1928]. 

20 }-). E. Green u. IT. Brosteaux, Biochem. J. 30, 1489 [1936]. 
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Im Versuch mit 10 «Mol Glykolat der Tab. 3 betragt das Ausgangs- 
verhaltnis Glyoxylat/Glykolat 10:1, waihrend sich aus dem Versuch 309 
der Abb. 1b Endverhaltnisse von 20—30:1 berechnen. Die prozentuale 
Hemmung kann also dort noch gréBer sein. Dabei ist noch zu bedenken, 
daB in den Versuchen der Tab. 3 mit kleinen Glykolatkonzentrationen 
vollstandiger Substratumsatz offenbar schon vor 60 Min. erreicht ist, 
die berechneten Hemmungswerte demnach Minimalwerte sind. 

Zu 3: Ebenfalls an Stamm 309 wurde die Oxalathemmung der 
Glykolatdehydrierung untersucht (Tab. 4). 

Die Oxalatkonzentration wurde so gewihlt, wie sie ungefahr im Glyoxylat- 
ansatz (309) der Abb. 1 auftritt. Ein Acceptorversuch mit Oxalat allein eriibrigte 
sich durch dessen Unangreifbarkeit. Die Glykolatkonzentration muBte wieder 
aus analytischen Griinden wenigstens doppelt so hoch gewahlt werden. 


Tab. 4. Hexacvanoferrat(IIT)-Abnahme (Anfangstiter 200 Mol) mit 2,0 mi Mycel- 








extrakt (309) in Gegenwart von Glykolat und von Glykolat + Oxalat (7, == 13.5). 
Substrat a c 
a Givicolat Glykolat °, Hemmunz* 
: fiesta. Wri (angeg. Menge) 
Min. ii a ata Oxalat (5 «Mol) 
50 «Mol Glykolat 
60 79 52 | 3d 
120 84 54 | 36 
180 s4 56 | 34 
20 wMol Glykolat 
60 48 29 | 40 
120 48 29 | 40 
180 49 29 | 4] 
10 »Mol Glykolat ; 
60 20 10 | 50 
120 20 10 | 50 
180 20 11 45 








* % Hemmung = 100 (1 — —) : 

Die Angaben der Tab. 4 lassen die starke (mindestens teilweise 
kompetitive) Hemmwirkung des Oxalats erkennen, die wiederum zuerst 
von Quastel und Wooldridge?’ bei der bakteriellen Lactat-Dehydro- 
genase beobachtet worden war. Obwohl die cingesetzte Oxalatkonzen- 
tration 20mal kleiner war als die Glyoxylatkonzentration in der Ver- 
suchsreihe von Tab. 3, erreicht die Oxalathemmung doch ?/, bis 3 
Werts der Glyoxylathemmung. 

Eine quantitative Abgrenzung von Hexacyanoferrat-, Glyoxylat- 
und Oxalathemmung in den friiher ausgefiihrten Versuchen ist schwer 
moglich. Immerhin diirfte in den a-Reihen der Abb. | kombinierte 
Hexacyanoferrat- und Glyoxylathemmung, bei Stamm 315 erginzt 
durch Oxalathemmung, vorgelegen haben. Das quantitative Bild der 


1 des 
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b-Reihe von Abb. 1 diirfte dagegen in erster Linie durch die Kombination 
von Glyoxylat- und Oxalathemmung gepragt sein, wozu untergeordnet 
noch Hexacyanoferrat-Hemmung kommen mag. 


d) Versuche mit dialysierten Extrakten und Reaktivierungs. 
versuche mit Codehydrogenasen 
Es wurden einige orientierende Versuche zur Differenzierung von 
Glykolat-Dehydrogenase und Glyoxylat-Dismutase angestellt. Es war 
denkbar, daB Glyoxylat-Dismutase analog der zuerst als einheitlich an- 
gesehenen*!, spiter aber als System von Alkohol- und Aldehyd-Dehydro- 
genase erkannten ,,Aldehyd-Dismutase’** DPN®? oder TPN? bendtigte; 











160 





Abb. 3. Umsatz von Glykolat (a) und Glyoxylat (b) mit K,Fe(CN), (in Mol) in 
Gegenwart von dialysiertem Mycelextrakt aus A. niger 315. 
J, vor Dialyse 30,2, nach Dialyse 26,8 
Eingesetzt: 16,6 mg Protein und je 100 uMol K,Fe(CN), und Substrat 
I Hexacyanoferrat(ITI)-Abnahme (Mol 2) TIT Oxalat-Bildung 
II Glyoxylat-Bildung IV Glyoxylat-Abnahme 








eine mit DPNH reagierende Glyoxylat-Reduktase war zudem aus 
héheren Pflanzen isoliert worden*!. Von Versuchen an dialysierten 
Enzymlésungen waren hier Aufschliisse zu erwarten. 

Abb. 3 zeigt das Ergebnis eines Acceptorversuchs mit Extrakt aus 
Stamm 315, der 15 Stdn. bei 4° gegen dest. Wasser dialysiert worden war. 
Versuchsanordnung und -darstellung entsprachen, bis auf die geanderten 
Bestimmungszeiten (90 und 180 Min.). derjenigen des analogen Versuchs 
in Abb. 1. 

Wie ein Vergleich der Abb. 3 mit Abb. 1 lehrt, haben sich die Ver- | 
haltnisse bei Stamm 315 nach der Dialyse weitgehend denjenigen der 
Normalstimme genahert; eine Inaktivierung und damit scharfe Trennung 
der Glyoxylat-Dismutase von der Glykolat- Dehydrogenase ist aber nicht | 
erreicht worden (b). Ein direkter Vergleich entsprechender Versuche in 
Abb. 1 und 3 ist wegen der unterschiedlichen Aktivitaét der Glykolat- 
Dehydrogenase nicht moglich. 
21M. Dixon, Ergebn. Enzymforsch. 8, 217 [1939]. 

2 E. Racker, J. biol. Chemistry 177, 883 [1949]. 
23-8. Black, Arch. Biochem. Biophysics $4, 86 [1952]. 
“1 T, Zelitch, J. biol. Chemistry 201, 719 [1953]; 216, 553 [1955]. 
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DaB Glykolat-Dehydrogenase (aus A. fumigatus) unter den gewahlten Be- 
dingungen gegen Dialyse bestandig ist, war schon friiher! gezeigt worden. Auf- 
fallend ist das beim Vergleich der Versuche mit Stamm 315 in Abb. 1 und 3 zutage 
tretende Fehlen einer Parallelitaét zwischen Indophenol- und Hexacyanoferrat(ITI)- 
Aktivitat, das auch sonst bisweilen beobachtet wurde (vgl. z. B. Stamm 315 und 
327 in Abb. 1) und weiterer Untersuchung bedarf. 

In orientierenden Versuchen wurde gepriift, ob durch Zusatz von 
je 100 ng DPN* oder TPN** zu acceptorfreien Glyoxylatansatzen mit 
15 Stdn. dialysiertem Enzym eine Reaktivierung der Glyoxylat-Dis- 
mutase zu erreichen war. Die Ansitze entsprachen im iibrigen denen 
der Abb. 2. Die Reaktivierungseffekte der Codehydrogenasen (maximal 
15%) gingen nicht mit Sicherheit tiber die Fehlergrenze hinaus. Weitere 
Versuche sind jecoch notwendig. 


3. Aerobe Versuche mit Mycelextrakten 
a) Glykolat als Substrat 


Es wurden zunichst die Sauerstoffaufnahmen von Extrakten der 
im vorausgehenden Abschnitt bereits anaerob untersuchten vier Asper- 
gillus-Stimme ohne und mit Glykolat als Substrat in Warburg- 
Ansatzen unter Luft festgestellt. Am Ende der 3stdg. Versuche wurden 
Glyoxylsaiure und Oxalsaure in iiblicher Weise bestimmt. Abb. 4 
zeigt die Sauerstoffaufnahmen, Tab. 6 die Oxalsdiurebildung, die in der 
unteren Reihe auf die um die Leeratmung korrigierte Sauerstoffauf- 
nahme (G—L) bezogen wurde. Glyoxylsiure war in keinem derAnsiitze 
nachweisbar. 

Das Verfahren des Abziehens der Leeratmung fiir die Berechnung 
der prozentualen Oxalsaiureausbeute ist dort, wo die Leeratmung relativ 
hoch ist, an sich nicht unbedenklich (vgl. |. ¢.2°). Es wurde daher in 
einer zu anderer Zeit ausgefiihrten Versuchsreihe der um die Leer- 
atmung korrigierte molare Sauerstoffverbrauch (zwischen 102 und 208 wl 
liegend) zur photometrisch nach 180 Min. bestimmten Glykolséure- 
abnahme in Beziehung gesetzt (Tab. 5). 


Tab. 5. Um die Leeratmung korrigierte Sauerstoffaufnahmen und Glykolsaure- 
5 so) rs . 
abnahmen nach 180 Min. 














Stamm 307 309 | 315 | oad 
Mol O,-Aufnahme ....... . 5,35 4.55 9.3 8.0 
uMol Glykolat-Abnahme .. . . . 5,0 4,95 9,1 8,3 


Wie Tab. 5 zeigt. ist die Obereinstimmung der beiden Wertereihen 
befriedigend. Daraus folgt zugleich, ¢aB pro Mol Glykolsiure | Mol 


25 W. Franke u. L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]. 
* Boehringer, Mannheim, 95proz. 
** Sigma, St. Louis, 95proz. 
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; sowohl die Bildung von Oxalsaure wic 


CO, wiirden damit in Einklang stehen: 


CO,H-CO,H + H,O (2) 
HCO,H + CO, + H,O (3) 


Tab. 6. Sauerstoffaufnahme von und Oxalatbildung aus Glykolat (in wMol) durch 


vier verschiedene 


Aspergillus-Extrakte. 











Stamm 307 | 309 | 315 | Ae 
| 
O,-Aufnahme (G—L) nach 180 Min. | 
(Abb. 5) | 14,0 6.5 19.8 41,0 
Oxalat-Bildung . : Pain 1,75 05 18,0 3,75 
Oxalat- Bildung in °,, d. Th. (GI. 2 12,5 | 7,5 | 91,0 | 9,15 
\ | 
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Stamm Nr.: 
mg Protein eingesetzt: 
| 


Qo,'—qo, (nach 180 Min.): 


Abb. 4 zeigt die recht unterschiedliche 
». Kine Parallele zwischen Sauerstoff- und 


Substrataktivitat der Extrakte 


307 309 315 327 
10,0 10,0 11,4 14,4 
10.9 16,6 21,8 15,4 
| 4,9 12,9 11,3 


Leeratmung und aerobe 


Inophenol-Aktivitat besteht offenbar nicht. 

In Tab. 6 fallt die fast theoretische Oxalsiurebildung durch Stamm 
315 auf. waihrend die Oxalsiureausbeuten bei den tibrigen Stammen 
um 10% herum liegen. Es lag nahe, eine Beziehung zwischen hoher 


Oxalsdureausbeute und hohem 
315 zu vermuten. 





Glyoxylat-Dismutase-Gehalt von Stamm 
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Die intensive Oxalatbildung durch Stamm 315, die schon im Vorversuch der 
Tab. 1 zum Ausdruck gekommen war, wurde in der Zeit zwischen Mai und Oktober 
1956 noch wiederholt bestatigt. So wurden in drei weiteren Versuchen mit den 
(korrigierten) Sauerstoffaufnahmen 11,1, 14,3 und 27,2 «Mol (nach 180 Min.) Oxal- 


mle 
siureausbeuten von resp. 92,0, 93,5 und 97,5°, d. Th. erhalten. 
b) Glyoxylat als Substrat 

Da Glyoxylsiure auch im Sauerstoffversuch als primires Dehy- 
drierungsprodukt der Glykolsiure anzunehmen war, konnte ihr Umsatz 
als Substrat — ahnlich wie bei den anaeroben Versuchen — den 
Schliissel fiir das Verstindnis des unterschiedlichen Verhaltens von 
Stamm 315 und der Normalstimme beim aeroben Glykolatumsatz 
liefern. Die Ansatze der Tab.7 entsprachen denjenigen der voran- 
gegangenen Glykolatreihen. 

Die Differenzen zwischen Substratatmung und Leeratmung (G—L) 
waren bei Glyoxylat um mehr als die Halfte kleiner als bei Glykolat. 
Der Sauerstoffverbrauch war unter diesen Umstanden nicht mehr als 
MaB der Glyoxylatabnahme verwertbar. Im folgenden Versuch wurde 
daher nach 180 Min. neben der Oxalsiurebildung auch der Glyoxyl- 
siureschwund ermittelt, dazu auf evt. gebildete Glykolsiure gepriift 
(Tab. 7). 


Tab. 7. Aerober Umsatz von Glyoxylat (100 ~Mol) in Gegenwart von 2,0 ml 
Aspergillus-Extrakt. 




















Stamm Nr. 307 309 315 327 
is 10,3 7,3 16,4 9,0 
Glyoxylat-Abnahme (uwMol) . . . . 73,0 54,2 40,8 64,0 
Oxalat-Bildung (uMol) ..... . 8,75 4,25 25,8 5,25 
Glykolat- Bildung MON. cos a we S 6.6 5,15 6,4 6,75 
Oxalat- Bildung in % der G lyoxylat- 
Abnahme. . 12,0 7,85 63,3 8,2 
Glykolat- Bildung it in Oo. der G lyoxylat- 
PRADO Gs) 6-5) .4) se, Oe Baws de Gen 9,05 9,55 15,7 10,5 


Auch hier zeichnet sich Stamm 315 durch besonders hohe Oxal- 
siurebildung aus, wenngleich sie prozentual hinter der in Glykolat- 
ansitzen beobachteten zuriickbleibt. Daneben entsteht in betrachtlicher 
Menge Glykolsaure, ein Zeichen daftir, daB die Disproportionierung 
auch unter aeroben Bedingungen ablauft. Oxalat + Glykolat machen 
bei Stamm 315 rund 80% des Glyoxyiatschwunds aus. Dagegen betragt 
die Summe der Dismutationsprodukte bei cen Normalstémmen nur 
etwa 20% der Glyoxylatabnahme; die Hauptprodukte der Glyoxyl- 
siureumsetzung sind hier also noch nicht erfaBt worden. 

Die Frage, ob bei Stamm 315 Oxalsiure auch aerob vorwiegend durch 
Dismutation oder aber durch direkte Oxydation aus Glyoxylsiure entsteht, wie 
dies Kenten und Mann®* fiir Griinpflanzenenzym wahrscheinlich gemacht haben, 
ist offe und konnte aus besonderen Griinden (s. u.) auch nicht mehr geklart 


26 R. H. Kenten u. P.J.G. Mann, Biochem. J. 52, 130 [1952 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 314 3 
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werden. Im ersteren Falle miiBte allerdings die S. 78/79 beschriebene Hemmung 
der Glykolat-Dehydrogenase durch Glyoxylat und Oxalat unter aeroben Bedin- 
gungen stark reduziert sein. 


c) Degenerationserscheinungen bei A. niger 315 
Unerwarteterweise war es spiter nicht mehr moglich, die Glyoxylat- 
versuche mit Extrakten des Stamms 315 zu reproduzieren, da die Oxal- 
siureausbeuten innerhalb einer kurzen Zeitspanne (24. 10.—6. 11. 56) 
auf die knappe Halfte absanken. Als die Versuche nach einer langeren 
Pause im Februar 1957 wiederaufgenommen wurden, waren die Oxalat- 
Ausbeuten gar nur mehr 1/, bis !/, der urspriinglichen. Auch die Glyko- 
lat-Werte waren mittlerweile, wenn auch weniger stark, abgefallen. 
Dagegen hatte sich wahrend der ganzen Zeit der Glyoxylatschwund 
nach 3 Stdn. ziemlich unveriindert gehalten. In Tab. 8 sind fiinf zu 
verschiedenen Zeiten ausgefiihrte Versuche zusammengestellt. 


Tab. 8. Aerober Umsatz von Glyoxylat (100 ~Mol) in Gegenwart von 2,0 m/ 
Aspergillus-Extrakt 315 nach 180 Min. 








Versuchsdatum 24. 10. 56| 31. 10. 56] 6.11.56 | 22.2. 57 | 26. 2. 57 
i. 16,4 16.5 12,1 12,5 
Giyoxylat-Abnahme | 
POD iste ne se 40.8 50,0 45.0 46,0 54,0 
Oxalat-Bildung in °,, der 
Glyoxylat-Abnahme _. 63,3 52,5 29,4 18,5 13,0 


oO 


Glykolat-Bildung in °,, der 


Glyoxylat-Abnahme 15,7 16,2 - 6,8 5,6 



































4 
120 160 





Abb. 5. Umsatz von Glykolat (a) und Glyoxylat (b) mit K,Fe(CN)g (in j2.Mol) in 
Gegenwart von Mycelextrakt aus A. niger 315 (degeneriert). 

1,:13,3; 11,6 mg Protein eingesetzt. Ansitze wie in Abb. 1. 
I Hexacyanoferrat(IIT)-Abnahme (Mol 2) III Oxalat-Bildung 
IT Glyoxylat-Bildung IV Glyoxylat-Abnahme 
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Auch die Fahigkeit des Stamms 315, aus Glykolat Oxalat als 
praktisch einziges Reaktionsprodukt zu bilden, war gleichzeitig verloren- 
gegangen. So wurcen in vier zwischen 6. 3.57 und 9. 4. 57 ausgefiihrten 
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Versuchen mit den (korrigierten) Sauerstoffaufnahmen 22.7, 14,3, 4.6 
und 5,1 «Mol (nach 180 Min.) Oxalsiureausbeuten von 13,7, 10,4, 11.0 
baw. 13,5% d. Th. erhalten. Wie ein Vergleich mit Tab. 6 zeigt, verhalt 
sich Stamm 315 nunmehr wie die Normalstémme. 

Es war nicht weiter tiberraschend, daB die hier und im folgenden 
kurz als Degeneration bezeichnete Stoffwechselinderung sich auch in 
anaeroben Versuchen bemerkbar machte. Abb. 5 zeigt einen Versuch 
mit Hexacyanoferrat(III), der mit dem entsprechenden Versuch der 
Abb. 1 zu vergleichen ist. Auch bei Stamm 315 betragt die Glyoxylat- 
bildung aus Glykolat nach einer Stde. nunmehr rund 80% des Hexa- 
cyanoferrat(IIT)-Schwuncs. Eine geringfiigige Abnahme des Glyoxylats 
ist nach 3 Stdn. eben erkennbar. Bei einer gegen friiher praktisch un- 
veranderten Glykolat-Dehydrogenase-Aktivitat ist diejenige der Gly- 
oxylat-Dismutase auf die Halfte bis ?/, abgesunken. 

Alle weiteren Versuche mit A. niger 315 muBbten notgedrungen mit 
dem degenerierten Stamm ausgefiihrt werden. 


d) Bestimmung der Endprodukte in aeroben Ansatzen 

Nachdem Oxalsaure — auBer beim urspriinglichen Stamm 315 — 
offenbar nur ein Ne benprodukt des aeroben Glykolat- und Glyoxylat- 
Abbaus (Tab. 6 und 7) darstellt, blieb die Frage der in beiden Fallen 
entstehenden Hauptprodukte zu klaren. 


z) Glykolatumsatz 

Wie Tab. 5 zeigte, verschwindet pro Mol aufgenommenen Sauer- 
stoffs rund 1 Mol Glykolsaéure; dies lieB in erster Linie an Ameisen- 
siure und Kohlensaure als Hauptreaktionsprodukte denken (nach 
Gleichung 3, S. 82). 

Auch eine sekundire Umwandlung primar gebildeter Oxalsiure erschien 
méglich. So hat Shimazono?’ in holzzerstérenden Basidiomyceten eine Oxalat- 
Decarboxylase nachgewiesen, die (nur unter aeroben Bedingungen) Oxalsaure 
in HC OH + CO, spaltet. (Uber ein verwandtes Enzym in Bakterien vgl. ]. c.?8.) 
Uberfithrung @C “markierter Oxalsiure in “CO, durch wachsendes 4. niger-Mycel 
ist neuerdings ebenfalls angegeben worden”. 

Versuche mit Extrakten aus den Stammen 309, 315 und 327 ergaben keine 
Steigerung der Leeratmung bei Zusatz von 0,01m Natriumoxalat oder Natrium- 
formiat. Bei Stamm 309 wurde nach 180 Min. die Substratabnahme bestimmt ; 
sie betrug bei Oxalat nur 3,5°,,, bei Formiat nur 5,5°,,. Beide Verbindungen sind 
also unter unseren Versuchsbedingungen nahezu stabil. 


Tab. 9 gibt eine Bilanz des aeroben Glykolatabbaus durch die 
Stimme 309, 315 (degeneriert) und 327 mit Bestimmung von CQ,. 
Ameisensiure und Oxalsaiure. Die Versuchstemperaturen waren in den 
drei Fallen 26°, 22° bzw. 26,5°. 


*7 H.Shimazono, J. Biochemistry [Tokyo] 42, 321 [1955]. 
*8 W. B. Jakoby, E.Ohmura u. O. Hayaishi, J. biol. Chemistry 222, 
5 [1956]. 
29 G. Brubacher, M. Just, H. Bodur u. K. Bernhard, diese Z. 304, 173 
[1956]. 

















86 Wilhelm Franke und Werner de Boer, _ Bd. 314 (1959) 





Tab. 9. Aerober Umsatz (in Mol) von Glykolat (100 uMol) in Gegenwart von 
2,0 ml Aspergillus-Extrakt nach 180 Min. 




















Stamm 309 315 327 
(deg.) 
[B 9,6 14,2 11,4 

“Mol O,-Aufnahme (um Leeratmung 

korrigiert) : 5,5 9,3 8,0 
Glykolat-Abnahme Wego: Cele ere 7,25 9,1 8,3 
CO,- Bildung eget eer 43,8 48,0 45,5 
Fcrmiat-Bildung } ™ Scale — 48,7 42,2 48,4 
Oxalat- Bildung are 10,4 13,7 9,05 

Summe der °,,-Werte 102,9 103,9 103,0 


Die Tabelle zeigt, daB Ameisensiure und Kohlensaure, im 
Verhaltnis 1:1, die Hauptprodukte des aeroben Glykolatabbaus sind, 
wahrend Oxalsaure wieder nur als Nebenprodukt auftritt. Die um 
die Leeratmung korrigierten molaren Sauerstoffaufnahmen entsprechen 
— vom wenig aktiven Stamm 309 (vgl. Abb. 4) abgesehen — gut den 
Werten der Glykolsiureabnahme. Danach ist es sehr wahrscheinlich, 
daB im Normalfall die Glykolatoxydation durch A.-niger-Extrakte im 
Sinne der Gleichungen 





CH,(OH)-CO,H + 0, - CHO CO,H + H,0, (4) 
CHO-CO,H + H,0, - HCO,H + CO, + H,O (5) 
CH,(OH)-CO,H + O, - HCO,H + CO, + H,O (3) 


verliuft. Dies wiirde in sich schlieBen, daB die Schimmelpilz-Glykolat- 
Dehydrogenase wie die der hdheren Pflanzen®® ein H,O,-liefernces 











Ferment (wahrscheinlich auch ein Flavin-Proteid) ist und daB cie — 
leicht nachweisbare — Katalaseaktivitét der normalen Aspergillus. | 
Extrakte (vgl. auch |. ¢.2°) zu schwach ist, um mit der nichtenzy- 
matischen Holleman-Reaktion (5) der Glyoxylsiure*! nennenswert kon- | 
kurrieren zu k6nnen. 

Das ist eigentlich iiberraschend, denn nach Negelein und Brémel*® oxy-| 
dieren katalasehaltige Rohpraiparate des Flavinferments D-Aminosaureoxydase | 
Alanin zu Brenztraubensaure, wahrend das Reinferment die ,,Holleman- 
Produkte“ Essigsiure + CO, liefert. Eine vergleichende Untersuchung von | 
Glykolsiure und Milchsaure hinsichtlich ihres Verhaltens gegen Glykolat-Dehy- | 
drogenase und H,O, steht noch aus. 

Beim urspriinglichen, fast quantitativ Oxalsdure bildenden Stamm 
315 diirfte dagegen das Intermediarprodukt Glyoxylsaéure durch Gly- 
oxylat-Dismutase oder deren mutmaBliche Komponente Glyoxylat- 
Dehydrogenase zu Oxalsiure umgesetzt werden; die Holleman-Reak: 
tion, nicht dagegen die H,O,-Spaltung, scheint in diesem Fall praktisc! 


ausgeschaltet zu sein. 
80 I. Zelitch u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 707 [1953]. 

31 W.H. Hatcher u. R. W. Holden, Trans. Roy. Soc. Canada (3) 19, 11 
[1925]. 

32 FE. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 300, 225 [1939]. 
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1959) 





Folgende beiden, zum gleichen Ergebnis fiihrenden Reaktionsméglichkeiten 








t vo 
side | bestehen: 
ss A. 2CH,(OH)-CO,H + 2 0, —-> 2 CHO-CO,H + 2 H,0, (4) 
27 2 CHO-CO,H + H,O ——> CH,(OH)-CO,H + CO,H-CO,H (1) 
say —>2H,0 + 0, (6) 

1,4 CH,(OH)-CO,H + : ——>C0,H-CO,H + H,0 ~~ (2) 
B. CH,(OH)-CO,H - —> CHO-CO,H + H,0, (4) 

8,0 CHO-CO,H - 0. ! 1,0 > CO,H-CG,H + HO, (7) 

8,3 2H,0, | —>2H,0 + 0, (6) 

pe CH,(OH)-CO,H + 0, ——> CO,H-CO,H ~ H,O _— 

9,05 a ere : econ aes ss — 

ae Es ist durchaus méglich, daB im urspriinglichen Stamm 315 auch die Kata- 

3.0 laseaktivitat h6her war als im degenerierten; nachtraglich konnte dies leider nicht 

mehr festgestellt werden. 

>, Im Die etwa 10proz. Oxalsiurebildung bei den Normalstaémmen 

sind, (Tab. 6 und 9) ist im Sinne einer Reaktionsverzweigung ebenfalls 

e um | durch eine der Gleichungen 1 oder 7 zu deuten. 

echen 


den} $) Glyoxylatumsatz 
nlich. In Analogie zur Versuchsreihe der Tab. 9 wurden die Endprodukte 
te im} des Glyoxylatabbaus bei zwei Stimmen (315, degeneriert, und 327) 
niher untersucht. Die Versuchstemperatur war 21,5°. Tab. 10 orientiert 


(4) iiber das Ergebnis. 
(5) 
(3) Tab. 10. Aerober Umsatz (in «Mol) von Glyoxylat (100 ~Mol) in Gegenwart von 


2,0 ml Aspergillus-Extrakt nach 180 Min. 




















kolat- 

» Vag ‘ 91- 905 
TNGEs Stamm 315 327 
ai sos 
ie ‘i, 16,4 12,4 
gillus- : 

FenZy: | #Mol O,-Aufnahme, um Leeratmung korrigiert . . . . 3.9 2,7 
v4 IVORVARU-AIDMANIMNG 2. 6 we kk es ee ee 41,8 46,6 
CO,-Bildung 4,75 3,84 
| Formiat- Bildung a ‘ 4,40 al ly 

32 Oxy: Oxalat-Bildung in % der Glyoxylat-Abnahme 15,5 11,3 

xydase|  Glykolat-Bildung 7.5 6.0 

an- : : ; : 

lema Summe der °,,-Werte 32,2 24,3 
se Voll 
-Dehy- | 


Das Resultat Ger Doppelreihe ist iiberraschend: Nach der geringen 
tamm) (korrigierten) Sauerstoffaufnahme kénnten nach 180 Min. nur 7,8 bzw. 
1 Gly 54% der eingesetzten Glyoxylsiure (bei Aufnahme von 1 Atom O pro 
xylat-| Substratmolekiil) oxydiert sein; selbst wenn man die volle Sauerstoff- 
Reak-| aufnahme mit Glyoxylat einsetzen und damit die (unwahrscheinliche) 
ktisch] Annahme einer vollsténdigen Zuriickdrangung der Leeratmung durch 

Glyoxylat machen wiirde, waren die entsprechenden Zahlen erst 12,3 
baw. 19,1%. In Wirklichkeit ist jedoch bei Versuchsende fast die Halfte 
19, 1! der Glyoxylsiure verschwunden. Das ist schitzungsweise das 114- bis 
2fache des anaeroben Umsatzes (vgl. fiir Stamm 315 Abb. 5, fiir Stamm 
327 Abb. 1). 
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Die glatte Bilanz der aeroben Glykolat-Versuche zeigt indessen, 
daB diese noch ungeklarte Umsetzung der Glyoxylsdure als Substrat 
beim Glykolatumsatz quantitativ keine Rolle spielen kann. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sonder- 
beihilfe im Rahmen des Schwerpunktprogramms ,,Biochemie*‘, dem Verband 
der Chemischen Industrie fiir Mittel zur Literaturbeschaffung. 


Zusammenfassung 


1. Von vier ausgewahlten Aspergillus-niger-Stammen, die im Mycel- 
versuch aus Glykolat reichlich Oxalat bildeten, zeigte nur einer (315) 
diese Fahigkeit auch im Enzymversuch. Nach rund 11'4jahriger Ver- 
wendung degenerierte er rasch und entsprach nun in seinem enzyma- 
tischen Verhalten fast vollig den Normalstémmen. 

2. Glykolat wird von Extrakten aus Normalstémmen anaerob, mit 
Hexacyanoferrat(II]) als H-Acceptor, zu Glyoxylat dehydriert, das zu 
rund 85% als solches liegen bleibt. Aerob wird Glykolat zu Ameisensiure 
und CO, (1:1) oxydiert. Als Nebenprodukt entsteht in etwa 10proz. 
Ausbeute Oxalsaure. 

3. Glyoxylat als Substrat wird von den Extrakten anaerob mit 
oder ohne H-Acceptor zu Glykolat -- Oxalat dismutiert, was als Wirkung 
einer komplexen Glyoxylat-Dismutase gedeutet wird. Unter aeroben 
Bedingungen nimmt Glyoxylsiure als Substrat nur wenig Sauerstoff auf: 
die nachgewiesenen Produkte (Glykolsiure, Oxalsiure, Ameisensiiure 
und CO,) machen dabei nur ?/, bis ?/, des Substratschwunds aus. Das 
Hauptreaktionsprodukt ist noch unbekannt. 

4. Extrakte aus dem singulairen Stamm 315 lieferten anaerob aus 
Glykolsiure neben Glyoxylsiure auch Oxalsiure. Aerob fiihrten 
sie Glykolat zu rund 94% in Oxalat iiber. Aus Glyoxylat als Substrat 
entstand neben viel Oxalat auch etwas Glykolat. Die Glyoxylat-Dis- 
mutase-Aktivitaét war in Extrakten dieses Stammes besonders hoch. 


Summary 


1. Out of 4 selected strains of Aspergillus niger, which, in a mycelium 
experiment formed oxalate from glycolate in good yield, only one (315) 
showed this ability in an enzyme experiment. After it had been used 
for about 114 years it degenerated quickly and was then comparable 
in its enzymatic properties to the normal strains. 

2. By extracts from normal strains glycolate is dehydrogenated 
anaerobically with hexacyanoferrate(II1) as H-acceptor to glyoxylate, 
of which about 85% is not further metabolized. Aerobically, glycolate 
is oxidized to formic acid and CO, (1:1). As a side product, oxalic acid 
is formed in about 10% yield. 

3. Glyoxylate as substrate is dismuted by extracts anaero- 
bically with or without H-acceptor to glycolate + oxalate, a reaction 
which may be explained by the action of a complex glyoxylate-dismu- 
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tase. Under aerobic conditions, with glyoxylic acid as substrate only 
a small amount of oxygen is consumed. The products which coul: 
be demonstrated (glycolic acid, oxalic acid, formic acid and CO,) 
correspond to only 1/, to 1/, of the substrate loss. The main reaction 
product is still unknown. 

4. Extracts from the singular strain 315 formed anaerobically 
glyoxylic and oxalic acid from glycolic acid. Aerobically they meta- 
bolized glycolate to oxalate in about 94% yield. From glyoxylate as 
substrate a high amount of oxalate was formed with a little glycolate. 
The glyoxylate-dismutase activity was especially high in extracts of 
this strain. 
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Wirkungsabnahme eines spinocaudalen Induktionsstoffes 
nach Acetylierung 
Von 
Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann 
Aus dem Heiligenberg-Institut, Abt. O. Mangold, Heiligenberg/Bodensee 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1958) 


Hiihnerembryonen enthalten sehr wirksame  Induktionsstoffe. 
welche in der prisumptiven Epidermis von Molchgastrulen die Bildung 
von sekundaren Vorderképfen, Hinterképfen sowie Riimpfen und 
Schwiinzen ausl6sen. Diese Stoffe konnten chemisch zum Teil getrennt 
werden. Durch Extraktion mit Phenol wurde eine Proteinfraktion ge 
wonnen, die vor allem sekundire Riimpfe und Schwanze induzierte 
(spinocaudale Induktion). Der Induktionsstoff ist zwischen pur 6,0—7.5 
in Wasser ziemlich schwer, bei stérker saurer oder alkalischer Reaktion 
leichter léslich. Durch Erhitzen in schwach alkalischem Medium geht 
die Induktionswirkung in kurzer Zeit verloren, ebenso durch Oxydation 
mit Perameisensiure oder durch Reduktion mit Thioglykolsaure. Bei 
der Hydrolyse mit Pepsin wird der spinocaudale Induktionsstoff eben- 
falls inaktiviert!?. 

Zur weiteren Kennzeichnung dieser Fraktionen untersuchten wir 
nun das Verhalten nach Acetylierung mit Essigsiureanhydrid od:r 
Keten. 

Methodik 


Die spinocaudal induzierenden Substanzen wurden aus 9 Tage alten Hiihner- 
embryonen nach einem bereits beschricbenen Verfahren! gewonnen. Die Frak- 
tionen E1151, EMIS UW, ELIGIL und E11L71V waren durch Schiitteln mit 
Chloroform/Octanol weiter gereinigt worden'. 

Die Substanzen wurden nach der Einsteckmethode* an Gastrulen von TJ'riton 
alpestris ausgetestet. Es wurden mdglichst gleich groBe Stiicke implantiert. 

Acetylierung mit Essigsaureanhydrid: Eine 2—2.5proz. Suspension 
(Homogenisator) der Induktionsstoffe in | gesitt. Na-Acetatlésung (pa 7) wurde 
mit dem Magnetriihrer geriihrt und Essigsiureanhydrid in kleinen Portionen zu- 
gesetzt. Nach dem Abzentrifugieren wurde mit 66proz. Alkohol gewaschen, bis 
die Lanthanprobe* auf Acetat im Uberstand negativ war. Da die fein verteilten 
Stoffe sich schwer implantieren lieBen, wurden sie in sehr wenig Phenol gelost. 
1 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, diese Z. 306, 7 [1956]. 

2-H. Tiedemann u. H. Tiedemann, Naturwissenschaften 20, 560 [1955]. 

3 O. Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. Entwicklungsmechan. 100, 198 
(1923 ]. 

4 J.O. Hutchens u. B. M. Kass, J. biol. Chemistry 177, 571 [1949]; s. auch 
K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 8S. 99, Verlag Urban & Schwar- 
zenberg, Miinchen- Berlin 1951. 
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sofort mit Methanol gefallt und mit Aceton, peroxydfreiem Ather und wenig 
sterilem Wasser gewaschen. 

Acetylierung mit Keten: Die Induktionsstoffe wurden in 0,5 cm® Acetat- 
puffer, pH 4, suspendiert, und dann ein starker Ketenstrom mittels einer Fritte 
durch die Suspension geleitet. Nach 30 Min. langem Durchleiten von Keten betrug 
der po-Wert 3,5. Nach Zugabe des gleichen Vol. Alkohol erfolgte die weitere Auf- 
arbeitung wie oben beschrieben. Keten wurde durch thermische Zersetzung von 
Aceton in einer Ketenlampe mit auswechselbarer W olframwe ndel (Osram 60 W, 
120 V) erzeugt. Uber einen Regelwiderstand konnt2 die Temperatur des Wolfram- 
fadens und damit die Starke des Ketenstromes geregelt werden. Vor dem Einleiten 
in die Suspension wurde der Ketenstrom durch einen Wasserkiihler und eine 
Kiihlfalle (—20°) geleitet. Das Schiumen beim Einleiten von Ketan wurde durch 
Behandlung der oberen Teile der GefaBe mit Silicon und Einhangen abgeplatteter, 
mit Silicon behandelter Glasstabe verhindert. 

Die als Kontrollen dienenden Fraktionen wurden in gleicher Weise wie bei 
den Acetylicrungsversuchen, jedoch ohne Zusatz von Essigsiureanhydrid oder 
ohne Durchleiten von Keten behandelt. 

Analyse der acetylierten Fraktionen: Der Aminostickstoff wurde 
vor und nach der Acetylierung nach van Slyke bestimmt. Wegen der kleinen 
Volumina, die bestimmt werden muBten, betrug der Fehler etwa + 10%. Aus 
100 mg nicht weiter gereinigter Phenolfraktion wurden 1,7 cm® N, (20°, 720 Torr), 
entsprechend 1,83 mg Aminostickstoff, entwickelt. 

Tyrosin wurde mit dem Phenolreagenz von Folin und Ciocalteu be- 
stimmt; der Versuchsansatz (pH-8-Methode*) enthielt: 0,25 cm*® (oder 0,5 cm?) 
lproz. Suspension in 0,03m Phosphatpuffer, py 7,6; 1,0 em? Puffer (60 cm? 0,5m 
K,HPO, + 34 cm? In NaOH -- 6 cm? Wasser); 1,95 cm? (1,70 em*) 0,03m-Phos- 
phatpuffer, pH 7,6; 1,20 cm® 0,1n NaCl; 0,6 cm? Phenolreagenz (1:3 verdiinnt). 
Die Extinktion wurde bei 691 my gemessen. 

Die Tyrosinesterbindung ist alkalilabil. Die acetylierten Proteine miissen 
also nach Behandlung mit Alkali den gleichen Farbwert geben wie die nicht ace- 
tylierte Kontrolle. Dies war bei unseren Versuchen auch der Fall. (Herriotts 
pu-l1-Methode®: Zur Suspension des acetylierten Stoffes oder der Kontrollfraktion 
wurden 0,6 cm? 0,1n NaOH zugefiigt, 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und 
dann mit 0,6 em? 0,1m HCI neutralisiert.) 

Das Verfahren ist fiir Tyrosin nicht spezifisch; Tryptophan gibt etwa die- 
selben Farbwerte. Die in Tab. 1 angegebenen Prozentzahlen, welche aus der Ab- 
nahme der Farbwerte errechnet wurden, sind deshalb untere Grenzwerte fiir die 
Acetylierung der Tyrosinreste. 


Ergebnisse 


Mit Keten oder Essigsiureanhydrid werden in Proteinen freie 
Aminogruppen, auBerdem auch Tyrosin-OH-Gruppen und SH-Gruppen 
acetyliert®. Wahrend die nicht acetylierte Substanz bei schwach saurer 
Reaktion (pu 3—4) in Wasser léslich ist, sind die stark acetylierten 
Substanzen unter den gleichen Bedingungen schwer loslich. 

In Tab. 1 ist die Acetylierung fiir NH,- und Tyrosin-OH-Gruppen 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen angegeben. 

Tab. 2 gibt eine Ubersicht iiber die Induktionsleistung der ver- 
schieden acetylierten Fraktionen. Die mit Essigsiureanhydrid stark 
acet ylierten Substanzen zeigten im Gegensatz zu den Kontrollen keinerlei 


R. M. Herriott, J. gen. Physiol. 19, 283 [1935]. 
F.W. Putnam in H.Neurath u. K. Bailey, The Proteins Ib, 924, 
Academic Press, New York {1953}. 
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Tab. 1. Acetylierung von NH,-Gruppen und Tyrosin-OH-Gruppen unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen. 











an eee % acetyliert ausgetestete 

em3/em? Tvrosi Fraktionen 

Acetylierungsmittel Sus- o¢ | Min. | NH, On (vgl. Tab. 2) 
pension 
Essigsiureanhydrid 0,1 0 | 240 | 70—90 -- E 11011 
Essigsiureanhydrid 0.1 23 90 70—90 30 E110 111 
RG os sa a - 20 30 70 30—40 | E111 TI, E 112 II, 
E 11611 

Essigsiureanhydrid 0.03 0 | 120 - 5—10 | E113 11, F1l15I 
Keten . —- 20 10 25 10 E114 iI 
EMO os ss 20 5 — 5 - 




















Induktionswirkung, sie waren vollstandig inaktiv. Dagegen nimmt die 
Induktionshaufigkeit nach starker Acetylierung mit Keten nur etwa um 
die Halfte ab. Die Aktivitits-Abnahme konnte nach der 7?-Methode 
statistisch gesichert werden (vy? = 7,8; p< 0,01.) 

Sowohl durch die acetylierten Fraktionen als auch durch die 
Kontrollfraktionen wurden vorwiegend Rumpf-Schwanzinduktionen 
hervorgerufen. Vorderkopforgane, wie Augen, Nasen, Haftfaden fehlten 
bei der Betrachtung mit der binokularen Lupe vollstaéndig. Die Art der 
Induktionen wird also durch Acetylierung nicht geaéndert. Dies zeigte 
auch die histologische Untersuchung der 3 positiven Falle von Fraktion 
E 112 I (30 Min. mit Keten acetyliert). Die beiden kleinen Induktionen 
enthielten hauptsachlich Mesenchym, eine von ihnen auBerdem End. 
darm und Coelom, die andere einen Flossensaum und neuroides Gewebe. 
Die gréBere Induktion bestand aus Nierengewebe und einer Extremitat 
mit Knorpel. Neuralrohr oder Gehirnteile waren nicht vorhanden. 

Die Gr6éBe der Induktionen nahm nach Acetylierung ebenfalls ab. 
doch war der GréBenunterschied im Vergleich mit den nicht acetylierten 
Fraktionen nur schwach signifikant (7? = 3,0; p< 0,1). 

Bei der Acetylierung mit Keten oder Essigsiureanhydrid unter 
milden Bedingungen, wobei nur 5—10% der Tyrosin-OH-Gruppen und 
25% oder weniger der NH,-Gruppen blockiert wurden, nahm die In- 
duktionshaufigkeit nur wenig ab. Die Differenz zu den Kontrollen ist 


statistisch nicht gesichert (7? 0,963, p > 0,3). 


Da die Induktionsfaihigkeit erst bei nahezu vollstandiger Acety- | 


lierung der Aminogruppen ganz verloren ging, kann man aus den Ver- 
suchen schlieBen, da®B fiir die biologische Aktivitét nicht alle freien 
Aminogruppen erforderlich sind. Ob der Wirkungsverlust bei starker 
Acetylierung durch die weitgehende Acetylierung der freien Amino- 
gruppen oder durch die dabei ebenfalls erfolgende Acetylierung von 
Tyrosinresten bedingt ist, kann noch nicht entschieden werden. Hierbei 
ist auch die Léslichkeitsabnahme der Stoffe bei starker Acetylierung zu 
beachten, durch die das Eindringen der Stoffe in die Zellen und die fiir 
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die Induktionswirkung wahrscheinlich notwendige Bindung an einen 
Receptor sicher erschwert wird. 

Ahnliche Befunde ergaben sich bei der Acetylierung verschiedener 
Ferment- und Hormonproteine: Acetylierung der Aminogruppen oder 
eines Teiles der Aminogruppen beeinfluBt die Wirkung z. B. von Pepsin **, 
Trypsin® und Insulin’? nicht. 

Acetylierung der Tyrosin-OH-Gruppen fiihrte bei Pepsin dagegen 
zum Verlust der Wirkung’. Acetylierung von Trypsin in organischen 
Lésungsmitteln verursachte ebenfalls Inaktivierung, die vielleicht durch 
weitergehende Acetylierung von OH-Gruppen bedingt ist". 

Herrn J. Born danken wir fiir die geschickte Hilfe bei der Ausfithrung der 
Versuche. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Eine aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen gewonnene Proteinfraktion, 
welche im prisumptiven Rumpfektoderm der Molchgastrula die Bil- 
dung von Rumpf und Schwanz hervorruft (spinocaudaler Induktor), 
wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen mit Essigsiureanhy- 
drid oder Keten acetyliert. Durch starke Acetylierung mit Essigsaure- 
anhydrid wurde der Stoff vollstindig inaktiviert. Nach starker Acety- 
lierung mit Keten nahm die Induktionsrate um etwa 50% ab (p < 0,01). 
Unter milden Bedingungen mit Keten oder Essigsiureanhydrid acety- 
lierte Fraktionen induzierten schwicher als die Kontrollfraktionen. Doch 
war die Differenz statistisch nicht gesichert. Durch die Acetylierung der 
Stoffe andert sich der spinocaudale Charakter der Induktionen nicht. 


Summary 


A protein fraction obtained from 9-day old chick embryos, which 
causes spinocaudal inductions in the presumptive ectoderm of the 
amphibian gastrula, was acetylated under various conditions with acetic 
anhydride or ketene. Strong acetylation with acetic anhydride causes 
total inactivation of the substance. After strong acetylation with ketene, 
the induction rate was diminished by 50% (p < 0.01). Fractions acetyl- 
ated under mild conditions with ketene or acetic anhydride had a 
lower inducing activity than control fractions, but the difference was 
not statistically significant. Acetylation of the substance causes no 
change in the spinocaudal character of the induction. 


7 R.M. Herriott u. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 18, 35 [1934]. 

5 V. Hollander, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 58, 179 [1943]. 

9 H. F. Fraenkel-Conrat, R.S. Bean u. H. Lineweaver, J. biol. Chemi- 
stry 177,385 [1949]. 

10H. Fraenkel-Conrat u. H. S. Olcott, J. Amer. chem. Soe. 70, 2673 
[1948]; S.u. H. Fraenkel-Conrat, Biochim. biophysica Acta | Amsterdam] 5, 89 | 
[1950]. 
1S. Vratsanos, M. Bier u. F. F. Nord, Nature [London] 181, 414 [1958]. 
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Die Abhangigkeit der oxydativen Phosphorylierung 
isolierter Mitochondrien von strukturgebundenen 
Stoffwechselzwischenprodukten, Adenosinphosphaten 
und Schwermetallen 
Von 
(rerhard Laudahn 
Aus der Inneren Abteilung des Stidtischen Krankenhauses Berlin- Wilmersdorf 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, August 1958) 


In tierischen Zellen erfolgt die Synthese energiereicher Phosphat- 
verbindungen vom Typ des ATP* fast ausschlieBlich durch die Atmungs- 
kettenphosphorylierung! in den Mitochondrien®*, Damit stellen die 
Mitochondrien die eigentliche Energie quelle der Zelle dar. Die Funk- 
tion der oxydativen Phosphorylierung bleibt diesen Zellpartikeln er- 
halten, wenn sie durch fraktioniertes Zentrifugieren schonend aus Zell- 
homogenaten isoliert werden. Auf diese Weise kann ihre biochemische 
Leistung in vitro gepriift und deren Abhangigkeit von verschiedenen 
Faktoren untersucht werden. Die Reobachtung, daB Schadigungen der 
komplizierten Mitochondrienstruktur die oxydative Phosphorylierung 
hemmen oder aufheben kénnen (,,Entkopplung von Atmung und Phos- 
phorylierung*‘), da’ aber auch primire Schiiden des Phosphorylierungs- 
systems einen Strukturschaden hervorrufen, hat das Interesse an der- 
artigen Untersuchungen gesteigert. 

Morphologisch wirken sich beide Schidigungswege gleichartig aus: 
Die Mitochondrien beginnen zu schwellen und bei anhaltender Schidi- 
gung zerfallen sie schlieBlich, wodurch — in vivo — auch die Zelle selbst 
zugrundegeht. In vitro kann dieser Zustand z. B. dadurch erzielt werden, 
daf$ man bei 0° isolierte Mitochondrien einige Zeit bei hGherer Tempera- 
tur halt (Alterung). Derart geschwollene Mitochondrien kénnen zuniichst 

* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: ATP Adenosintriphosphat ; 
ADP Adenosindiphosphat; AMP Adenosin-5’-monophosphat; DPN und DPN-H 
oxydiertes bzw. reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; BTS Brenztraubensaure ; 
MS Milchsaiure; KGS «-Ketoglutarsaure. 

1 C. Martius, Klin. Wsckr. 35, 223 [1957]. 

2 W. W. Kielley u. R. K. Kielley, J. biol. Chemistry 191, 485 [1951]. 

3 P.Siekevitz, J. biol. Chemistry 195, 549 [1952]; G. H. Hogeboom, 
W. C. Schneider u. M. J. Striebich, Cancer Res. 18, 617 [1952]; 8S. O. Nielsen 
u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 215, 555 [1955]. 
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zwar noch Substrate des Citronen- oder Fettsiurezyklus oxydieren, sie 
verlieren aber fast augenblicklich die Fahigkeit, die Oxydationsenergie 
in Phosphatbindungsenergie zu iiberfiihren: Atmung und Phosphory- 
lierung werden enkoppelt. 

Es wurde beobachtet, daB in schwellenden Mitochondrien ein 
rascher Abbau organischer Phosphatverbindungen — vorwiegend von 
ATP und ADP — zustandekommt**. Zusatz von Adenosinphosphaten 
zu Mitochondriensuspensionen stellte nur bei gerade beginnender Schwel- 
lung, nicht mehr bei kompletter Schwellung, die Phosphorylierungs- 
fahigkeit z.T. wieder her. Daraus wurde geschlossen, daB ein bestimmter 
kritischer Gehalt an intramitochondrial gebundenen Adenosin- 
phosphaten fiir die Phosphorylierungsfunktion notwendig ist®°. 


An Rattenlebermitochondrien konnten Raaflaub und Mitarbeiter®? 
nachweisen, daB die Schwellung erst einsetzt, wenn das intramitochon- 
driale ATP von etwa 50 uMol/g Mitochondrien-Stickstoff unter den Wert 
von etwa 10 uMol/g N gefallen ist; parallel sinkt die Oxydationsfahig- 
keit fiir exogen anfallende Substrate des Citronensdiurezyklus. Die Phos- 
phorylierungsfunktion wurde von den genannten Autoren nicht mit- 
geprift. 

In eigenen Versuchen® haben wir die Ergebnisse von Raaflaub 
an Rinder- und Kalbslebermitochondrien reproduzieren und erweitern 
kénnen. Wir konnten feststellen, da8 auch zwischen dem Gehalt an 
intramitochondrialen Adenosinphosphaten und der Phosphorylierungs- 
fahigkeit (gemessen am P/O-Quotienten im Warburg- Versuch) eine 
echte Korrelation besteht: Abnahme der ATP-Konzentration geschi- 
digter Mitochondrien bewirkt eine gleichlaufende Senkung des P/O- 
Quotienten. 

In diesem Zusammenhang interessierte es weiter, ob auch zwischen 
dem Gehalt an strukturgebundenem veratembaren Material, also z. B. 
gebundenen Zwischenprodukten des Citronensdéurezyklus, und dem P/O- 
Quotienten ein gleichartiger Zusammenhang besteht. Es wurden deshalb 
die Konzentrationen an intramitochondrialer BTS, MS und KGS bei 
gleichzeitiger Ermittlung des zugehérigen P/O-Quotienten gepriift. Da 
fiir die Funktion der Atmungskette Fermenteisen sowie Eisen- und 
wahrscheinlich auch Kupferionen eine besondere Bedeutung hain, 
wurde auBerdem der intramitochondriale Eisen-Kupfer-Gehalt zusatz- 
lich ermittelt. Uber die Ergebnisse soll im folgenden berichtet werden. 


4D. E. Green, W. A. Atchley, J. Nordmann u. L. J. Terply, Areb. 

Biochemistry 24, 359 [1949]. 

5 J.P. Hummel u. O. J. Lindberg, J. biol. Chemistry 180, 1 [1949]; V. R. 
Potter, Annu. Rev. Biochemistry 19, 3 [1950]. 

6 J. Raaflaub, Helv. physiol. pharmacol. Acta 10, C 22 [1952]; 11, 142, 
157 [1953]. 
7 O. Brenner-Holzach u. J. Raaflaub, ebenda 12, 242 [1954]. 
8 G. Laudahn u. E. Rasch, Biochem. Z., 380, 509 [1958]. 
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Methodik 


Mitochondrien wurden aus den Lebern frisch geschlachteter Rinder und 
Kilber* nach einer friiher beschriebenen Zellfraktionierungstechnik hergestellt °. 
Jn einer ersten Ansatzserie wurde eine Arbeitstemperatur von 0° + 2° wahrend 
der Herstellung exakt eingehalten. Die so gewonnenen Mitochondrien waren 
morphologisch und biochemisch intakt (s. Ergebnisse). Diese Serie umfaBte 
22 Einzelversuche. 

In einer zweiten Versuchsserie wurde die Arbeitstemperatur wahrend der 
Fraktionierung von Ansatz zu Ansatz stufenweise bis auf 12° erhéht. Hier wur- 
den 68 verschiedene Mitochondriensedimente erhalten. Die phasenoptische Kon- 


trolle der so gewonnenen Sedimente zeigte Mitochondrien, die — morphologisch 
zunachst noch intakt — mit steigender Temperatur auch verschiedene Stadien 


beginnender Schwellung aufwiesen. 

Die Endsedimente wurden zweimal bei 24000 x g gewaschen und wie bei der 
ersten Ansatzserie bei 0° jetzt ebenfalls in frischer eiskalter 0,25m Saccharose- 
losung resuspendiert und sofort zu den Warburg-Versuchen bzw. gleichzeitig 
zu den optisch-enzymatischen Tests eingesetzt. Der Stickstoffgehalt der fertigen 
Mitochondrien-Stammsuspensionen in 0,25m Saccharose lag bei 3,5 +. 0,5 mg/ml 
Suspension (Kjeldahl). 

Warburg-Versuche: Diese Versuche wurden in Anlehnung an die Metho- 
dik von Lamprecht?° durchgefiihrt; Abweichung: Glucose/Hexokinase im Seiten- 
arm, Phosphataufnahme anders bestimmt. Aus den erforderlichen Reagenzien 
wurde eine ,,Hauptraumlésung“ und eine ,,Seitenarmlésung“ (letztere enthaltend 
Glucose, Hexokinase, DPN und Nicotinsiureamid) hergestellt. Die Lésung der ein- 
gewogenen Reagenzien erfolgte mit eiskaltem redestilliertem Wasser, aus dem dic 
Kohlenséure durch Kochen weitgehend ausgetrieben war. 

In 15-ml-Warburg-GefaBe, die auf Eis standen, wurden in den Hauptraum 
14 ml Hauptraumlésung und 0,4 m/l Mitochondrien-Stammsuspension, in den 
Seitenarm 0,6 m/l Seitenarmlésung pipettiert. Das ZentralgefaB in Trogmitte 
wurde mit 0,2 ml 10proz. Kalilauge und einem gefalteten Filtrierpapierstreifen 
(4x 2 em) beschickt. 

Die Endmolarititen im Hauptraum des Warburg-GefaBes betrugen pro An- 
satz (2,4 ml) nach dem Kippen: KCl 0,0216m, NaF 0,016m, MgSO, 0,006m, Ka- 
liumsuccinat (oder Kalium-c«-ketoglutarat + Kaliummalonat) jeweils 0,01m, 
Na,H,-ATP 0,0005m**, Phosphatpuffer py 7,4 0,025m, DPN 0,0002m, Nicotin- 
siureamid 0,0819m, Glucose 0,026m und 3 mg Hexokinase pro Versuch. Zugabe 
von Cytochrom c war nach vorhergehenden Vergleichsuntersuchungen nicht er- 
forderlich. 

Die Messungen wurden mit einem Warburg-Gerat, Modell V der Fa. Braun, 
Melsungen, durchgefiihrt. Gasphase Luft 30°, Ausgleichsperiode 7 Min., Inkuba- 
tionsdauer 25 Min., MeBabstinde 5 Min., Schiittelfrequenz 118/Min. Am Ende 
der Ausgleichsperiode wurde gekippt, 2—4 GefaBe sofort entnommen, der Inhalt 
in Zentrifugenréhrchen mit 1,0 m/ eiskalter 20proz. Trichloressigsiure eingekippt 
und griindlich gemischt. Der eiweiBfreie Uberstand nach dem Zentrifugieren 
wurde zur Nullzeit-Phosphatbestimmung verwendet. Ebenso wurden nach 25 Min. 
die restlichen Ansatze enteiweiBt und untersucht. Die korrigierten 25-Min.- 
Sauerstoffwerte wurden einmal von mm* in Mikrogrammatome umgerechnet 


* Der EFHA-Werke, Fleischwarenfabrik GmbH. in Berlin-Britz danken wir 
fir das groBe Entgegenkommen bei den Schlachtungen, insbesondere fiir die 
schnelle Entnahmeméglichkeit der Lebern. 

** Bezogen auf den enzymatisch aktiven Anteil des verwendeten ATP-Prai- 
parates, der vorher enzymatisch-optisch ermittelt wurde. 

* G. Laudahn, Arztl. Forsch. 10, 1/513 [1956]; G. Laudahn u. C. J. Lii- 
ders, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 329, 581 [1957]. 

9G. Lamprecht, Dissertation, Techn. Hochschule, Miinchen 1956. 
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(= mm?/11,2), zum andern wurde der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien in 
mm?/Stde./mg Mitochondrien-N errechnet und als Qo, (N) definiert. Fiir jeden 
Einzelversuch liefen 2 BlindgefaBe (zur Nullzeit-Phosphatbestimmung) und 2-4 
HauptgefaBe, deren Ergebnisse gemittelt wurden. 

Phosphat-Bestimmung: Die Bestimmung von anorganischem Phosphat 
erfolgte nach der Methode von Garbade", die nach unseren Erfahrungen nicht 
nur der alten Methode von Fiske-Subbarow!”, sondern auch neueren Vor-. 
schriften, wie z.B. der von Lowry-Lopez' ganz wesentlich iiberlegen ist. Die 
Differenz zwischen Nullzeit- und 25-Min.- Phosphat entspricht der Phosphat- 
aufnahme. Mikrogrammatome P durch Mikrogrammatome O ergibt den gesuchten 
P/O-Quotienten. 

Bestimmung von AMP, ADP, ATP, KGS, BTS und MS erfolgte 
photometrisch nach dem Prinzip der optisch-enzymatischen Tests von Warburg! 
aus der Extinktionsinderung des Testansatzes bei 366 my infolge Reduktion oder 
Oxydation des als Coferment bei allen Reaktionen beteiligten DPN bzw. DPN-H. 
Die Mitochondrien-Stammsuspension wurde 1:10 mit eiskalter 0,25m Saccharose 
verdiinnt, mit gleichem Vol. eiskalter 6proz. Perchlorsaure versetzt_ und ayes 
lich gemischt. Nach Zentrifugieren wurde das Perchlorat aus dem Uberstand ji 
der Kalte ausgefallt (durch Triithanolamin-hydrochlorid/K,CO, bzw. icalicas. 
phosphatpuffer) und cin Teil des perchloratfreien, gepufferten und enteiweibten 
Uberstandes nach Temperierung auf 25° im Ultrathermostaten zu dem jeweiligen 
Test eingesetzt. 

AMP und ADP wurden nebeneinander mit Hilfe von Phosphoenolbrenz- 
traubensiure, Milchsiure-Dehydrogenase, Pyruvatkinase und Myokinase, ATP 
mit 3-Phosphoglycerinsiiure, Cystein-hydrochlorid, Glycerinaldehydphosphat-De- 
hydrogenase und Phosphoglycerat-inase, K GS mit Glutaminsaiure- Dehydrogenase 
und MS und BTS mit Hilfe von Milchsiure-Dehydrogenase in alkalischem bzw. 
saurem Milieu bestimmt. 

Alle genannten Reaktionen wurden mit den von Boehringer, Mannheim, in 
den Handel gebrachten fertig eingewogenen Reagenzien- und Enzymzusammen- 
stellungen (,,Testkombinationen™) entsprechend der jeder Packung beigegebenen 
Vorschrift durchgefiihrt, nachdem Kontrollen mit selbst zusammengestellten An- 
sitzen die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse erwiesen hatten. Jedes Einzel- 
ergebnis wurde durch Doppel- oder Dreifachbestimmungen gesichert. 

Reagenzien: DPN und ATP waren Hande sIspraparate von Boehringer, 
Mannheim. 

Hexokinase Typ III stammte von der Fa. Sigma Chem. Corp., USA. 

Eisen und Kupfer bestimmten wir photometrisch nach Heilmeyer und 
Mitarbeitern', wobei jeweils 2,0 m/ der unverdiinnten  frischen Mitochondrien. 
Stammsuspe nsion eingesetzt wurden. Leerversuch: 0,25m Saccharose. Gemessen 
wurde im ELKO IL von Zeif8 mit den Filtern S49 (Eisen) und S 42 (Kupfer). 

Statistik: Es wurde gepriift, ob der beobac htete Unterschied der Mittel- 
werte der jeweiligen MeBreihen gréBer als das Dreifache des mittleren Fehlers 
der Mittelwertdifforenz, (3epifr) war. In diesem Fall (Signifikanzzahlen in den 
Tabellen groBer als 3,0) besteht ein statistisch gesicherter Unterschied !®, 
1K. H. Garbade, in Th. Biicher u. Mitarbb., Z. Naturforsch. Sb, 55) 
[1953]; Einzelheiten vgl. 1. 

122 ©, H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

13, O. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1946]. 

144Q, Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 286, 81 [1936]. 

6 L. Heilmeyer u. K. Plétner, Das Serumeisen und die Eisenmangel- 
krankheit. G. Fischer-Verlag, Jena 1937; L. Heilmeyer, W. Keiderling uni 
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G. Stiiwe, Kupfer und Eisen als kérpereigene Wirkstoffe ...; G. Fischer-Verlag, 
Jena 1941. 

16 H. Hosemann, Die Grundlagen der statistischen Methoden fiir Mediziner 
und Biologen, Thieme-Verlag, Stuttgart 1949. 
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Ergebnisse 

Der P/O-Quotient der in der ersten Ansatzserie (Arbeitstemperatur 
0”) hergestellten 22 verschiedenen Mitochondriensuspensionen betrug im 
Mittel 2,68 — 0,05 fiir Succinat (12 Doppelversuche) und 2,94 0.04 
fiir das Ketoglutarat/Malonat-System (10 Doppelversuche). Der zuge- 
horige Yo, (NV) lag bei 37,3 — 11,1 fiir Succinat und 32,6 — 9,4 fiir 
Ketoglutarat. 

In der zweiten Versuchsserie (steigende Arbeitstemperatur) wurden 
insgesamt 68 verschiedene Mitochondriensuspensionen erhalten, die 
wiederum mit Succinat und Ketoglutarat gepriift wurden. Von diesen 
zeigten 23 Suspensionen erhaltene Phosphorylierung in unterschiedlicher 


Abb. 1. Sauerstoffaufnahme (Qo, [N]) = , 
und P/O-Quotient bei stufenweise ii ] 
geschadigten Mitochondrien. Weibe 20. | 


Saulen: Veratmung von Succinat; 
schwarze Saéulen: Veratmung von 204 
z-Ketoglutarat/Malonat. | 


GréBenordnung zwischen P/O 2,0 und 0,5; in den restlichen 45 Suspen- 
sionen war die Phosphorylierungsfahigkeit erloschen (P/O = 0). 

Die P/O-Quotienten aller 90 Mitochondriensuspensionen ergaben — 
in Klassen geordnet und der zugehérigen Sauerstoffaufnahme gegen- 
iibergestellt — folgendes Bild (vgl. Abb. 1): Man sieht, daB die Senkung 
des P/O-Quotienten primar durch eine Verminderung der Phosphat- 
aufnahme, also durch eine Schadigung des transphosphorylierenden 
Systems der Mitochondrien zustandekommt; denn die Sauerstoffauf- 
nahme ist zunachst unverindert. Erst nachdem der P/O-Quotient um 
mehr als 50°, reduziert war, setzte auch eine Veranderung in der 
Oxydationsfahigkeit fiir die Substrate ein: Die Sauerstoffaufnahme im 
Succinatsystem stieg an, die im KGS-System sank ab. Eine Abnahme 
der Atmung wurde auch fiir alle anderen Substrate des Citronensiure- 
zyklus beobachtet; auf den Ausnahmefall des Succinats wird noch 
Weiter unten eingegangen. 

Die Gegeniiberstellung des Gehaltes an intramitochondrialen Sub- 
straten und Adenosinphosphaten bei phosphorylierenden und_nicht- 
phosphorylierenden Mitochondrien zeigt die Tabelle. 

Die Aufstellung zeigt, da’ besonders hinsichtlich des Gehaltes an 
ATP, BTS und MS signifikante Unterschiede zwischen intakten und 
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Mittlerer Gehalt an Adenosinphosphaten, endogenen Substraten sowie an Fe und 
Cu in y/mgN bei Mitochondriensuspensionen mit erhaltener und erloschener Phos- 
phorylierungsfahigkeit (NV = Zahl der Einzeluntersuchungen). 





























| N AMP | ADP | ATP | KGS BTS MS N Fe Cu 
Phosphorylierung | 3,00 6,96 31,60 3,00 3,75 195,0 1,29 pA 
erhalten 1 45 | 10 
(P/O 1,93 i. M.) + 1,08 + 1,85 + 10,04 + 1,91 + 1,06 | + 47,3 + 0,64 14 
Phosphorylierung - 3,80 5,60 | 5,43 2,26 1,04 37,9 0,56 1,04 
erloschen 45 | 11 
+1,79 | +1,33 | + 2,08 | +0,74 | +0,12 | + 21,8 +0,17 04 
Statistische Signifi- | 
kanz des Unter- - (1,45) (1,94) | 5,49 (1,42) 7,53 11,2 — 3,17 2,92 
schiedes | | 

















biochemisch geschaidigten Mitochondrien bestehen. Da in der zweiten 
Versuchsreihe (P/O — 0) die Mitochondrien strukturell noch nicht sehr 
geschidigt sind (Atmungsfunktion erst maBig herabgesetzt, geringer 
Schwellungsgrad), finden sich noch keine signifikanten Unterschiede im 
AMP- und ADP-Gehalt. Der Gehalt an diesen Substanzen ist jetzt so- 
gar noch hoher oder nur maBig vermindert (ADP), da sie sich zunachst 
als Folge des ATP-Abbaues anhiufen. Erst mit zunehmender Schwellung 
werden auch ADP und AMP abgebaut und der Unterschied zum Gehalt 
der phosphorylierenden Gruppe wird signifikant. 





Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Abhangigkeit des P/O-Quotienten isolierter Mitochondrien von der Konzen- 
tration intramitochondrialer Substrate. O---O Milchsiure (MS); @ @ Brenz- 
traubensiure (BTS); ©------@ x-Ketoglutarsiure (KGS). 


Abb. 3. Abhangigkeit des P/O-Quotienten isoiierter Mitochondrien von der Kon- 
zentration intramitochondrialer Adenosinphosphate. @ @ ATP; O---O ADP; 
4 > AMP. 
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FaBt man die Einzelergebnisse in graphischer Darstellung zusam- 
men, so ergeben sich Abb. 2 und 3: Dem Abfall der intramitochondrialen 
ATP-, MS- und BTS-Konzentration geht eine praktisch gleichlaufende 
Senkung des P/O-Quotienten parallel. Ketoglutarat zeigte bei dieser 
Versuchsanordnung (noch?) keine signifikanten Konzentrationsiinde- 
rungen. 

Die Umrechnung der gefundenen mittleren Konzentrationen intra- 
mitochondrialer Adenosinphosphate von y/mg Mitochondrien-Stickstoff 
(Tab.) in wMol/g N ergab bei der Gruppe mit erhaltener Phosphorylierung 
fiir AMP 9 wMol, fir ADP 17 wMol und fiir ATP 63 ~Mol/g Mitochon- 
drien-N. Der Gesamtgehalt (AMP + ADP + ATP) betrug demnach 
89 wMol/g N. Die vollkommene Ubereinstimmung dieses Wertes mit 
dem von Brenner-Holzach und Raaflaub’ fiir Rattenlebermito- 
chondrien gefundenen (88 wMol!) bedeutet, daB Rinder- und Kalbs- 
lebermitochondrien praktisch den gleichen Gehalt an Adenosinnucleo- 
tiden haben wie Rattenlebermitochondrien. 

Fir die nichtphosphorylierenden Mitochondrien lagen die Mittel- 
werte umgerechnet bei 11 ~Mol AMP, 13 wMol ADP und 11 wMol ATP 
(Gesamtgehalt 35 wMol/g N). Auch hier ergibt sich wieder eine aus- 
gezeichnete Ubereinstimmung mit dem von Raaflaub gefundenen 
kritischen unteren Grenzwert von 10 u.Mol ATP, bei dem die Schwel- 
lung der Mitochondrien einsetzt. 

Wie die Tabelle zeigt, konnten auch hinsichtlich des Eisen- und 
Kupfergehaltes charakteristische Unterschiede zwischen phosphorylie- 
renden und nichtphosphorylierenden Mitochondrien gefunden werden. 
Bei erhaltener Phosphorylierung war der Schwermetallgehalt etwa dop- 
pelt so hoch; der Unterschied war fiir Eisen deutlich, fiir Kupfer nur 
schwach signifkant. Auf die Bedeutung dieses Befundes im Rahmen der 
Themenstellung wird noch zuriickgekommen. Es ergibt sich jedoch hier 
ein interessanter Hinweis fiir die Herstellungstechnik der Mitochondrien : 
Besonders von angloamerikanischen Untersuchern wird bei der Homo- 
genisierung und Zentrifugierung besonderer Wert auf schwermetallfreies 
Wasser als Loésungsmittel gelegt; auch besondere Zusiitze zur Ent- 
fernung von Schwermetallen (z.B. Athylendiamintetraessigsiiure) sind 
iiblich, da diese Fermentreaktionen hemmen. Offenbar besteht aber 
ein Unterschied hinsichtlich dieser Hemmung zwischen léslichen und 
strukturell gebundenen Enzymsystemen. 


Diskussion 


Die Untersuchungsergebnisse zeigen, da die Fiahigkeit isolierter 
Mitochondrien zur oxydativen Phosphorylierung von cinem bestimmten 
Gehalt intramitochondrial gebundener veratembarer Substrate und 
Adenosinphosphate abhingig ist. Was sich hier fiir ATP, BT'S und MS 
nachweisen lieB, hat sicher auch noch fiir andere Stoffwechselzwischen- 
produkte Geltung. Kine gewisse Schwermetallkonzentration spielt weiter- 
hin eine entscheidende Rolle. 


S* 
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Betrachtet man die gepriiften Stoffkonzentrationen im einzelnen, 
so ergibt sich zwischen dem ATP-, BTS- und MS-Gehalt und dem P/O- 
Quotienten eine echte Korrelation: Ein Absinken der genannten Kon- 
zentrationen ftihrt zu einer gleichlaufenden Senkung des P/O-Quo- 


tienten. Die primaire Ursache dafiir liegt — wie die Phosphataufnahme- 
Bilanzen zeigen — in der Schaidigung des phosphatiibertragenden 


Systems: Bei zunachst noch unbeeinfluBter Oxydationsfahigkeit fiir 
exogenes Substrat sinkt die Phosphataufnahme rapide ab. Zu diesem 
Zeitpunkt lassen sich mit den heutigen Methoden morphologisch noch 
keine Schadigungen der Mitochondrienstruktur erfassen. Erst wenn cie 
intramitochondriale Konzentration an Substraten und Adenosinphos- 
phaten einen kritischen Grenzwert unterschreitet, treten morphologisch 
faBbare Schiden (Quellung) der Mitochondrien auf, und jetzt wird auch 
die Sauerstoffaufnahme schlechter. Dieser kritische untere Grenzwert 
betrug in unserem Untersuchungsgut fiir ATP und BTS etwa 10 Mol, 
fiir MS etwa 400 uMol/g Mitochondrien-N. 

Abgesehen davon, daB die Fe- und Cu-Werte bei den phosphory- 
lierenden Mitochondrien signifikant héher lagen, lieB sich ein linearer 
Zusammenhang dieser Werte mit der GréBe des P/O-Quotienten nicht 
nachweisen. AuBerdem konnten wir keine gleichlaufende Korrelation 
zwischen der intramitochondrialen Konzentration an ATP einerseits, 
sowie BTS oder MS andererseits feststellen. So fanden wir z.B. in 
einigen Versuchen Mitochondrien mit hohem ATP-Gehalt und uner- 
wartet niedrigem P/O-Quotienten; der Vergleich mit den Substratwerten 
zeigte in diesen Fallen sehr niedrige oder mittlere Konzentrationen von 
gebundener BTS oder MS, aber niedrige Fe- und Cu-Werte. Andererscits 
fanden wir auch niedrige P/O-Werte bei hohem Gehalt an endogenem 
Substrat, aber niedriger ATP-Konzentration und vermindertem Schwer- 
metallgehalt. 

Diese Befunde kénnten folgendermafen erklart werden: Mitochon- 
drien kénnen ATP sowohl synthetisieren wie spalten; steht ein oxy- 
dables Substrat in ausreichender Menge strukturell gebunden zur Ver- 
fiigung, so tiberwiegt der erste Vorgang, fehlt Substrat, so tiberwiegt 
die Spaltung. Beriicksichtigt man, da} energiereiche Phosphatbindungen 
erst synthetisiert werden, wenn nach Substratoxydationen die Oxydation 
der Pyridinnucleotide der Atmungskette einsetzt, so muB auch eine be- 
stimmte’ Menge Fermenteisen bzw. miissen katalytische Mengen Schwer- 
metallionen fiir die Funktion der Atmungskette zur Verfiigung stehen. 

Die oben angefiihrten Befunde kénnten demnach so gedeutet wer- 
den, daB der P/O-Quotient trotz eines relativ hohen Gehaltes der Mito- 
chondrien an gebundener ATP sinken mu, wenn durch Mangel an 
endogenem Substrat die Fortdauer der Phosphatveresterung nicht meht 
aufrecht erhalten werden kann. Ebenso kann ATP trotz hohen Ge- 
haltes an endogenem Substrat nicht mehr synthetisiert werden, went 
in der Atmungskette durch Stérung der Schwermetallkatalysen Blockie-| 
rungen entstehen. 
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Zwischen allen diesen Faktoren besteht ein vorliufig noch schwe1 
durehschaubares Gleichgewichtsverhaltnis, das darauf abzielt, eine 
optimale Energieausbeute zu erzielen. Die oben geschilderten Kinzel- 
befunde zeigen, daB die Reaktionsfolge im phosphatiibertragenden 
System demnach an mehreren Ansatzpunkten gestért werden kann, 
wodureh als Endeffekt immer eine Senkung des P/O-Quotienten und 
damit eine schlechtere Energiebilanz resultiert. 

Die St6rung der ATP-Synthese und das Absinken der ATP-Kon- 
zentration fiihren in der Folge zu einer Schadigung der Mitochondrien- 
Feinstruktur, da die Mitochondrien einen Teil der in der ATP ge- 
speicherten Energie auch zur Aufrechterhaltung ihrer Eigenstruktur 
ben6tigen. Die raumlich richtige Reihenfolge der an diese Struktur 
gebundenen Fermentsysteme wird dadurch unterbrochen und ein wei- 
terer circulus vitiosus setzt ein: Die ATPase wird aktiviert und baut 
die vorhandene ATP schnell weiter ab. Noch unver6ffentlichte eigene 
Versuche haben gezeigt, da auch die Bernsteinsiure-Oxydase, die 
Brenztrauben- und Milchséiure-Dehydrogenase sowie die Glutamin- 
Pyruvat-Transaminase der Mitochondrien aktiviert werden und zum 
beschleunigten Abbau der mitochondrieneigenen Substrate beitragen. 
Die Mitochondrien schwellen jetzt stark an und einzelne leicht lésliche 
Enzyme (Milchsdure- und Glutaminsiure-Dehydrogenase, Fumarase 
u. a.) und Coenzyme (Coenzym A, Cocarboxylase, DPN) diffundieren aus 
ihnen heraus. Zu diesem Zeitpunkt findet man im Warburg-Versuch 
eine immer staérker werdende Abnahme der Oxydationsfihigkeit fiir 
die Substrate des Citronensiurezyklus. 

Einzige Ausnahme ist Succinat, das von maximal geschwollenen 
Mitochondrien sogar noch besser oxydiert wird als von intakten. Die 
Ursache ist in den thermodynamischen Eigenschaften der Bernstein- 
siure-Oxydase zu suchen, bei dem der Oxydationsvorgang — im Gegen- 
satz zu den anderen _,,dissoziierten*’ Fermenten — ohne Teilnahme 
der Pyridinnucleotide ablaéiuft!’. AuBerdem konnten wir nachweisen, 
daB die strukturelle Schidigung cer Mitochondrien in vivo und in 
vitro auf vorlaufig noch ungeklarte Weise zu einer starken Aktivitiats- 
steigerung der Bernsteinsiure-Oxydase fiihrt®. Das unterschiedliche 
Verhalten in der Sauerstoffaufnahme geht auch aus Abb. | deutlich 
hervor. 

Kine Volumenzunahme cer zelleigenen Mitochondrien in vivo fithrt 
pathologisch-histologisch zu dem bekannten Bild der ,,triiben Schwel- 
lung’ der Zellen. Obgleich die vorliegenden Untersuchungsergebnisse 
in vitro gewonnen wurden, scheint es berechtigt, auch fiir die intra- 
zellularen Verainderungen der Mitochondrien bei entziindlichen oder 
toxischen Organschaden einen gleichartigen biochemischen Reaktions- 
ablauf verantwortlich zu machen. Dieses Beispiel zeigt, da’ durch die 


17 H. A. Krebs, Klin. Wschr. 35, 209 [1957]. 
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Ergebnisse der biochemischen Grundlagenforschung dem Verstindnis 
pathologisch-morphologischer Zellveranderungen wesentlich  gedieut 
werden kann. 

Zusammenfassung 


Der P/O-Quotient aus Kalber- und Rinderleber schonend isolierter 
Mitochondrien betrug im Mittel 2,68 — 0,05 fiir Succinat und 2,94 + 0,04 
fiir Ketoglutarat/Malonat. Durch Temperaturerhéhung geschadigte 
Mitochondrien zeigten bei stark verminderter Phosphorylierung noch 
unverainderte Oxydationsfahigkeit. 

Der Gehalt an strukturell gebundenen Substraten, Adenosinphos- 
phaten und Schwermetallen wurde mit den jeweiligen P/O-Quotienten 
verglichen. Es ergab sich: 

1. Die Fahigkeit isolierter Mitochondrien zur oxydativen Phosphory- 

lierung ist von einem bestimmten Gehalt an intramitochondrialen 

Substraten, Adenosinphosphaten und Schwermetallen abhiangig. Die 

optimale Konzentration betrug fiir AMP* 9 Mol, ADP 17 uMol 

und ATP 63 uwMol/g Mitochondrien-N. Fiir KGS fanden sich 20, 

fiir BTS 42 und fiir MS 2200 uwMol/g N, fiir Eisen 1,29 mg und fiir 

Kupfer 2,56 mg/g N als optimale Werte. 

Ein Absinken der Konzentrationen an strukturell gebundener ATP, 

BTS und MS fithrt durch Schidigung des phosphatibertragenden 

Systems zu einer gleichlaufenden Senkung des P/O-Quotienten. Die 

Oxydationsfahigkeit bleibt zuniichst voll erhalten. 

3. Unterschreitung einer Grenzkonzentration von etwa 10 «Mol ge- 
bundener ATP und BTS, sowie etwa 400 «Mol MS/g N fiihrt zu 
strukturellen Schiden der Mitochondrien und damit zu einer zuneh- 
me den Hemmung der Oxydationsfihigkeit fiir exogenes Substrat. 


to 


Summary 

The P/O ratio of carefully isolated beef iiver mitochondria averaged 
2.68 — 0.05 for succinate and 2.94 -- 0.04 for ketoglutarate/malonate. 
Mitochondria damaged by an increase of temperature showed a strongly 
decreased phosphorylation with an unchanged oxidising capacity. 

The content of structurally bound substrates, adenosine phosphates 
and heavy metals, was compared with the corresponding P/O ratios. 
The results were as follows: 

1. The capacity of isolated mitochondria for oxidative phosphorylation 
depends upon a certain content of intramitochondrial substrates, 
adenosine phosphates and heavy metals. The optimal concentration 
for AMP was 9 wMoles, for ADP 17 wMoles and for ATP 63 wMoles g. 
mitochondrial-N. The optimal value for «-ketoglutarate was 20, for 
pyruvate 42 and for lactate 2200 wMoles/g. N: for iron 1.29 and for 
copper 2.65 mg./g. N. 


* Abkiirzungen s. Anmerkung 8. 95. 
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2. A decrease in the concentration of structurally bound ATP, pyru- 
vate and lactate leads, by destroying the phosphate transferring 
system, to a proportional decrease in the P/O ratio. The oxidising 
capacity is fully retained at the beginning. 

3. Decrease below a limiting concentration of about 10 «Moles bound 

ATP and pyruvate and about 400 «Mol lactate/g. N leads to strue- 

tural damage of the mitochondria and thereby to an increasing 

inhibition of oxidising capacity for exogenous substrate. 











Bd. 314 (1959) 


Heterocyclen im Stoffwechsel, XI? 
Umwandlung von Xanthopterin-[8a-“C } 
und p-Aminobenzoesiure-{ 2.6-"C] durch Mikroorganismen 
Von 
Friedhelm Korte, Hans Barkemeyer und Gotthard Synnatschke 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 


or 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1953) 

Seit Auffindung der Folsiure und der Entdeckung der C,-Uber- 
tragung? bei Mikroorganismen sucht man nach dem wahren C,-Uber- 
triger. Seit einiger Zeit nimmt man an, daB es sich hierbei um hydrierte 
und formylierte Oligo- bzw. Polyglutamate der Folséure handelt*~° 
(z. B. die Verbindungen I—IV der Formeliibersicht). 


OH CHO 


( N @ 
ir Ss 9 10 
1 C 6CH-CH,-NH— —CO-R 
(2 84 70H, e 
HHN7 V~ ‘ 
H 
I: R OH 5-Formy]1-5.6.7.8-tetrahydro- 
pteroinsaure 
It: R NH-CH(CO,H)-CH,-CH,-CO,H 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro- 
folsiure 
It: R NH-CH-CH,°CH,:CO,H 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro- 
, diopterin 
CO-NH-CH(CO,H)-CH,-CH,-CO,H 
IV: BR | NH-CH(CO,H)-CH,-CH,-CO ],-OH 5-Formy1]-5.6.7.8-tetrahydro- 
teropterin 
OH 
( : YN V: R OH Xanthopterin 
N C C—R’ 
| VI: R CH,:NH »S—CO,H Pteroinsaure 
C4 C CH 
H,N/ oi Xx 





1 X. Mitteil.: F. Korte, H.U. Aldag, G. Ludwig, W. Paulus u. K. 
Stériko, Liebigs Ann. Chem., 619, 70 [1958]. 

2 J.M. Buchanan u. D. W. Wilson, Federation Proc. 12, 647 [1953]: 
G. R. Greenberg, ebenda 13, 221 [1954]; derselbe, J. Amer. chem. Soc. 75, 1458 
[1954]. 

3 A. Wacker, H. Grisebach, A. Trebst u. F. Weygand, Angew. Chem. 
66, 326 [1954]; F. Weygand, A. Wacker, A. Trebst u. O. P. Swoboda, Z. 


Naturforsch. 11), 689 [1956]; B.E.Wright. J. Amer. chem. Soe, 77, 3930 [1955}. 
1 A. Wacker, M. Ebert u. H. Kolm, Z. Naturforsch. 13b, 141 [1958]. 
5M. T. Hakala u. 


A. D. Welch, J. Bacteriol. 73, 35 [1957]. 
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Wir waren bei unseren Arbeiten an der Frage interessiert, ob das 
Xanthopterin (V), dessen Rolle im Stoffwechsel noch ungeklart ist, in 
Folsaure oder deren Folgeprodukte tibergefiihrt werden kann. Da nach 
Inkubation von Rattenleberhomogenat mit Xanthopterin steigende 
Folsturemengen nachgewiesen werden konnten, aie aber bei Verwen- 
dung radioaktiven Xanthopterins nicht aktiv waren, vermutete Welch®, 
daB durch Xanthopterin die folsiureabbauenden Fermentsysteme 
blockiert werden. 

In einer friiheren Arbeit’ gelang uns mit Hilfe der Isotopentechnik 
der Nachweis, daB radioaktiv markiertes Xanthopterin in eine oder 
mehrere Verbindungen der Folsiuregruppe tibergefiihrt wird. Eine 
Identifizierung der Endprodukte war damals nicht méglich, da die Auf- 
nahme des Xanthopterins aus der Nahrlésung durch die lebenden Zellen 
zu gering war. Als Testorganismen hatten wir Streptococcus faecalis R. 
und die Hefen Candida albicans und Pichia membranaefaciens verwendet. 

Bei den im folgenden beschriebenen Versuchen wurde Xanthopterin 
mit einer spezif. Aktivitét von 23.5 mC/mMol8 eingesetzt. Dadurch war 
es méglich, mit fiir die Papierchromatographie ausreichenden Lmpuls- 
zahlen zu arbeiten. 

Weygand und Mitarbeiter? sowie Wacker und Mitarbeiter? be- 
richteten, da p-Aminobenzoesiure durch einige Bakterien in Folséure- 
derivate tibergefiihrt wird. Es schien daher denkbar, daB ein und der- 
selbe Bakterienstamm bei getrenntem Einsatz von p-Aminobenzoesiure 
und Xanthopterin ein oder mehrere gleiche Stoffwechselendprodukte 
liefert. Neben der Charakterisierung durch vergleichende Papierchroma- 
tographie ware durch einen derartigen Befund ein weiteres Kriterium 
fiir das Vorliegen eines Folsiure-Analogons gegeben. 

Als Testorganismen dienten fiir die Versuche mit Xanthopterin- 
[Sa-4C] Enterococcus stei, S. faecalis R., Bacterium coli und die Hefe P. 
membranaefaciens. Dieselben Mikroorganismen wurden auch fiir die 
Versuche mit p-Aminobenzoesiure-[2.6-MC], spezif. Akt. 1.5 mC/mMol. 
mit Ausnahme von SN. faecalis R., verwendet. Die Aufnahme war bei 
diesem Stamm so gering, dab eine papierchromatographische Unter- 
suchung des Zellextraktes unmoglich war. 

Bei den ersten mit Xanthopterin durchgefiihrten Versuchen wurden 
drei radioaktive Substanzen gefunden, die als 5-Formyl-tetrahydro- 
folsdure (11), 5-Formyl-tetrahydro-teropterin (IV) und Pteroinsaure (V1) 
angesprochen wurden?®. Bei mehrfacher Reproduktion der Versuche er- 
gaben sich jedoch Fehlresultate. 

® A. D. Welch, Pharmacol. Rev. 8, 345 [1951]. 

* F. Korte, H. Weitkamp u. H. G. Schicke, Chem. Ber. 90, 1100 [1957]. 
F. Korte u. H. Barkemeyer, Chem. Ber. 89, 2400 [1956]; 90, 392 [1957 |. 
® F. Korte u. H. Barkemeyer, Chem. Ber. 90, 2739 [1957]. 
F. Korte, H. Barkemeyer, H.U. Aldag, G.Synnatschke u. G. 
g 


Ludwig, Angew. Chem. 70, 406 [1958]. 
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Daraufhin angestellte Versuche zur Kontrolle der Arbeitsmethodik 
zeigten, daB das ZerreiBen der Zellwand durch intensives Verreiben mit 
feuchtem Quarzsand allen anderen Arten der Zerst6rung tiberlegen ist. 
Als Lésungsmittel dient mit Kollidin gesattigtes Wasser. Da dieses ein 
pu von etwa 9.5 hat, gehen die schwach sauren Stoffwechselprodukte 
gut in Losung. Veranderungen der Substanz sind nach Welch? erst 
oberhalb von pu 10.2 zu erwarten. 

Nachdem unter denkbar schonenden Bedingungen aufgearbeitet 
wurde, ergab sich, daB aus radioaktivem Xanthopterin nur ein 
einziges radioaktives Stoffwechselprodukt entsteht. Durch vergleichende 
Papierchromatographie in vier verschiedenen Lésungsmittelsystemen 
konnte die Verbindung als 5-Formy|-5.6.7.8-tetrahydro-pteroin- 
siure(L) identifiziert werden, die bisher nur im Faulschlamm gefunden 
wurde, 

Durch die vergleichende Papierchromatographie konnten folgence 
Substanzen als Stoffwechselprodukte ausgeschlossen werden: 2-Amino- 
4-hydroxy-pteridin-carbonséiure-(6), Pteroinsiure (VI), 10-Formyl-pte- 
roinsiure, 10-Formy|-folsiure, 5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-folsaure, Te- 
ropterin, 10-Formyl-teropterin, 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro-teropterin 
(LV) und 5-Formy1!-5.6.7.8-tetrahydro-diopterin (IIL). (Nachweis de: 
inaktiven Vergleichssubstanzen s. Beschreibung der Versuche). 

Die papierchromatographische Untersuchung der unbebriiteten 
Xanthopterin-Nahrlésung zeigte, daB auBer tiberschiissigem Xantho- 
pterin noch eine weitere radioaktive Substanz vorhanden ist. Sie ist 
das Produkt der Umsetzung von Xanthopterin mit Glucose? und wird 
wihrend des Sterilisationsprozesses gebildet. Die beiden bei den ersten 
Versuchen (s. 0.) aufgetretenen radioaktiven Substanzen wurden falsch- 
licherweise als VI und IT angesprochen. Tatsichlich handelt es sich aber 
um unbekannte Oxydationsprodukte, die durch Einwirkung von Luft- 
sauerstoff auf Verbindung [| im Verlauf cer Aufarbeitung des Zell- 
extraktes gebildet wurden. Dies wurde dadurch bewiesen, daB sowohl 
durch Permanganat- als auch durch Luftoxydation aus synthet. Ver- 
bindung I dieselben zwei Substanzen entstehen. Gleichzeitig ist dieser 
Befund ein weiterer Beweis fiir das Vorliegen von I. 

Die in der ITI. Mitteil.? erwihnten Oxydationsprodukte A und B konnten 
inzwischen als Oxydationsprodukte der Isoxanthopterin-carbonsaiure und ces 
Xanthopterins identifiziert werden. Sie wurden isoliert, jedoch konnte ihre Konsti- 
tution noch nicht erkannt werden. [hre Zusammensetzung entspricht nach den bis- 
herigen Ergebnissen!® den Summenformeln A: (CyH;N;O,)x und B: (Cy HgNgQ.)x- 

Wir priiften nun, ob in den Testorganismen aus radioaktiver 
p-Aminobenzoesiure ebenfalls Verbindung I gebildet wird. Dies 
ist aber nicht der Fall; statt dessen bilden #. stet und B. colt aus p-Amino- 
benzoesiure drei Substanzen, die auch durch vergleichende Papicr- 


11H. Y. Neujahr, Acta chem. scand. 9, 622 [1955]. 
122 R. Tschesche, F. Korte u. L. Reichle, Z. Naturforsch. 10b, 346 [1955]. 









. Efferoth, Diplom-Arb. Bonn 1958. 
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chromatographie als Teropterin, 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro- 
folsaure (Il) und 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro-diopterin (II) 
identifiziert wurden (vgl. Tab. 1). 

Tab. 1. 


produkte nach Inkubation mit p-Aminobenzcesiure-[2.6-"C ]. 
Ry-Werte an. 


Papierchromatographische Tdentifizierung der radioaktiven Reaktions- 
Die Zahlen geben 























Extrakt aus 
Authent. Substanzen E. stei B. coli P. membr. 
se a 
Losungsm.-} pi cip|sBpic|p|sBilcl|pi Bile] p 
System 
fin : - ‘ SS | 2 ‘ me 
wr or ) 6: i; é ik e 
leropterin 0,14 O,1¢ 0,65 O16 0,04 0.68 0:17 0,05 L0.68 0,15 | 0.05 | 0.65 
Verb. IT 0,22 | 0.51 | 0,64 | 0,20 | 0,55 0,20 | 0,56 || 
Verb. TEL 0,30 | 0,30 | 0.71 | 0,28 | 0,27 | 0,82] 0.27 | 0.31 | 0.83 
nicht identif. 0,98 | 0,98 | 0,92 


Dieser Befund steht im Gegensatz zu dem von Wacker und Mit- 
arbeitern? erhaltenen Ergebnis, wonach aus p-Aminobenzoesiure nur 
ein Produkt entsteht, das von ihnen als 5-Formyl1-5.6.7.8-tetrahydro- 
polyglutamat mit mindestens 3 Glutaminsiureresten bezeichnet wird. 
Diese differierenden Resultate sind wahrscheinlich auf unterschiedliche 
Bedingungen bei der Aufarbeitung zuriickzufiihren, welcher bei der 
Kmpfindlichkeit der zu untersuchenden Substanzen eine entscheidende 
Bedeutung zukommt. (Bereits Erhitzen des Zellextraktes fiir 5 Min. auf 
100° ruft merkliche Veranderungen hervor.) Nach einer Privatmitteilung 
von Herrn Doz. Dr. Wacker sind die von ihm erst jetzt publizierten 
Versuche bereits vor einigen Jahren durchgefiihrt worden. Eine Ver- 
inderung der benutzten Stémme in diesem Zeitraum erscheint nicht 
ausgeschlossen, so da} damit eine weitere Erklarung fiir die voneinander 
abweichenden Beobachtungen gegeben sein kénnte. P. membranaefaciens 
bildet aus p-Aminobenzoeséure nur zu einem kleineren Teil Teropterin. 
Als Hauptprodukt entsteht eine noch nicht naher untersuchte Verbin- 
dung mit abnorm hohem Ry-Wert in organischen Lésungsmittelsystemen 
(vel. Tab. 1). Untersucht man bei P. membranaefaciens das bebriitete 
Nihrmedium, so findet man papierchromatographisch 2 Derivate der 
p-Aminobenzoesaure, die wir als N-Glucosid einerseits und Glucoseester 
andererseits ansprechen!4, Das N-Glucosid entsteht bereits bei der Steri- 
lisation. 

Diskussion 

Da aus p-Aminobenzoesiure andere Substanzen gebildet: werden 
als aus Xanthopterin, konnten wir auf diese Weise keine experimentelle 
Sicherung der Reaktion 
Xanthopterin -+- p-Aminobenzoesiure - - Folsiure 


(baw. Konjugate oder formylierte und hydrierte Derivate der Folsiure) 





"4 F, Korte, H. Barkemeyer u. M. Goto, unveréffentlicht. 
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erbringen. Das Auftreten unterschiedlicher Endprodukte kénnte durch 
Umstellung des Stoffwechsels der Mikroorganismen bei Gegenwart von 
Xanthopterin bedingt sein. Dafiir wiirden auch die anfangs zitierten 
Ergebnisse von Welch® sprechen. Andererseits ware es auch méglich. 
daB in der Zelle fiir die Folséuresynthese nicht gentigend p-Aminobenzoe- 
siure zur Verfiigung steht. Wir haben daher radioaktives Xanthopterin 
in Gegenwart von p-Aminobenzoesiure oder p-Aminobenzoyl-glutamin- 
siure angeboten, dabei aber trotzdem das gleiche Endprodukt erhalten 
wie bei Xanthopterin allein. Dies sprache fiir eine Umstellung des Stoff- 
wechsels nach Adaptation an Xanthopterin. In Verbindung mit cer 
schlechten Aufnahme des Xanthopterins durch nichtadaptierte Mikro- 
organismen deutet dieser Befund darauf hin, daB der normale Bio- 
syntheseweg zur Folsiuregruppe nicht tiber Xanthopterin ablauft. 

Eine Bestaétigung unseres Befundes. daB die Uberfiihrbarkeit des 
Xanthopterins in Verbindungen der Folsiuregruppen in der Zelle von 
Mikroorganismen méglich ist, sehen wir in einer Arbeit von Katunuma. 
Shoda und Noda®, die uns nach AbschluB unserer experimentellen 
Arbeiten zuginglich wurde. Es gelang den japanischen Autoren, aus 
Mycobacterium avium ein Ferment zu isolieren, das die Reaktion 
p-Aminobenzoyl-glutaminsiure -}- Xanthopterin ~ Folsiure katalysiert. 
Die entstandene Folsiure wurde durch Wachstumsversuche an Lewco- 
nostoc citrovorum und S. faecalis R. nachgewiesen. 


Anm. b. d. Korr.: Bei Versuchen mit wachsenden Kulturen von ©. avium 
konnte bei Angebot von Xanthopterin-[8a-C] in den Zellextrakten radioaktive 


Folsiure nachgewiesen werden. Lactobacillus plantarum 108 bildet aus Xantho- 
pterin-[8a-"C] und p-Aminobenzoyl-glutaminsiure radioaktives 5-Formy1-5.6.7.8. | 


tetrahydro-diopterin. 


Beschreibung der Versuche 
Kultur und Ziichtung der Mikroorganismen 


Die Organismen wurden in Schragkulturen gehalten, Streptococcus faecalis R., 
Enterococcus stei und Bacterium coli auf Difco-Dextrose-Agar, Pichia membranae- 
faciens auf Bierwiirzeagar. Die Uberimpfung erfolgte 14tagig. 


Nahrl6sungen (Mengenangabe pro cm?) 

a) fiir die Bakterien: 2,5mg K,HPO,, 25mg Na-Citrat, 20 mg Glucose, 
10 Adenin, 10 y Guanin, 104 Uracil, 0,1 mg L-Asparagin, 0,2 mg DL-Alanin, 
0,1 mg L-Cystein-hydrochlorid, 0,63 Nicotinséure, 1,2 7 Pyridoxin, 0,4 y Ca- 
Pantothenat, 0,4 Biotin, 0,2 7 MgSO,;7 H,O, 10 NaCl, 10 » Fe-Citrat, 6.7; 
MnSO,-2H,O und 5 mg Casein (mit Pankreatin verdaut). 

b) fiir die Hefe: 6mg NH,H,PO,, 0,25 mg MgSO,-7H,O, 10 mg Glucose 
1 mg Na-Citrat, 1 mg L-Asparagin, 0,04 y Biotin, 4 7 Ca-Pantothenat, 10 y Inosit 
4+ Aneurin und 4+ Pyridoxin. 














Sterilisation: Im Dampftopf 10 Min. bei 1,2 atii (121°). 


15 N. Katunuma, T. Shoda u. H. Noda, J. Vitaminology 3, 77 [1957). 
16 F. Weygand u. H. Simon, Privatmitteil. 
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Radioaktive Substanzen 

Xanthopterin-[8a-"C], (spezif. Akt. 23,5 mC/mMol, dargestellt nach 1. ¢.8 
aus Ba™CO,' gleicher spezif. Aktivitat), und p-Aminobenzoesiure-[2.6-"C ], 
(spezif. Akt. 1,5 mC/mMol), wurden den Versuchsansitzen unmittelbar vor der 
Sterilisation zugesetzt. Konzentration: 1 cm. Die spezif. Aktivitaten wurden 
durch Vergleich mit einem Standard bestimmt. Der Beweis der radioaktiven 
Einheitlichkeit wurde durch Papierchromatographie in den unten angegebenen 
Lisungsmittelsystemen erbracht. 

Die die radioaktiven Substanzen enthaltenden Versuchsansiitze (500 em?) 
wurden aus 12—20 Stdn. alten Vorpassagen mit 4—6 Osen (7 2 mm) beimpft. 
Als KulturgefaBe dienten 1-]-Erlenmeyer-Kolben. Fiir die Versuche mit Xantho- 
pterin wurden die Organismen iiber 6—10 Passagen adaptiert. 

Bebriitung: 70 Stdn., Bakterien bei 37°, Hefe bei 25°. 


Aufarbeitung der Zellen 

Die bebriitete Kultur wurde mit 20000 U) Min. abzentrifugiert und das Mycel 
wie folgt_gewaschen: 3mal mit Wasser und je 2mal mit Athanol, Athanol Ather 
2:1 und Ather, Trocknung im Vakuumexsikkator iiber Blaugel. Ausbeute 200 bis 
300 mg trockene Zellen. 

Zur Extraktion wurden die Zellen in einer kleinen Porzellanreibschale 
unter allmahlicher Zugabe von Quarzsand und. kollidingesatt. Wasser zerrieben. 
Das Pistill der Reibschale wurde durch einen Riihrmotor getrieben. Nach dem 
feiben wurde der Sand-Zellbrei mit kollidingesatt. Wasser durchgearbeitet und 
mit 20000 U Min. abzentrifugiert, der Riickstand wurde auf dieselbe Art noch 
zweimal nachextrahiert. Aus dem im Vak. unter N, bei 40° Badtemperatur auf 
etwa 1 cm*® eingeengten Extrakt konnten die EiweifSbestandteile durch Zusatz 
des 5fachen Vol. Aceton weitgehend entfernt werden, anschlieBend wurde zentri- 
fugiert und eingeengt wie oben angegeben. 

Papierchromatographie: Ks wurde Papier 2043b Mgl der Fa. Schleicher 
& Schill in 3 cm breiten Streifen verwendet. Die zu untersuchende Lésung wurde 
iiber die ganze Startlinie gleichmaBig verteilt. 


Lésungsmittel 

A: 3°, NH,Cl in Wasser; B; Athanol/n-Butanol Wasser NH, (50:15:35, 
Zusatz von konz. NH; bis py 9,0); C: sek.-Butanol (wassergesatt., Zusatz von Eis- 
essig bis po 4,5); D: Phosphat-Puffer, py 7,0 (7.25 g Na,HPO,-12H,O + 1,76 g 
KH,PO, + Wasser ad 100 cm’). 

Zum Nachweis der radioaktiven Substanzen dienten folgende Gerate 
der Fa. Friesecke & Hopfner: Zaihlwerk FH 49, Papierchromatograph FH 452, 
Methan-DurchfluBzahlrohr FH 407, Registrierung durch Metrawattschreiber 
PC 120. 

Von den zu untersuchenden, radioaktiven Zellextrakten wurde soviel auf- 
getragen, da mit dieser MeBanordnung (Schlitzbreite 1 cm) je Papierchromato- 
gramm 500—1500 Imp./Min. registriert werden konnten. 

Nachweis der inaktiven Vergleichssubstanzen: Bei fluoreszierenden 
Substanzen wurde die normale UV-Lampe, fiir fluoreszenzléschende Substanzen 
die Hanauer Analysenquarzlampe, Pl 327, verwendet. In allen anderen Fallen 
erfolgte der Nachweis durch Aufnahme des Spektrums mit Hilfe einer Ulbricht- 
Kugel, die mit einem UV-Spektrographen (Beckman DK2) verbunden war'?. 

Formylierung und Hydrierung der Vergleichssubstanzen 

Als Vergleichssubstanzen standen uns Pteroinsiure, Folsiure und Teropterin 
(Pteroyltriglutaminsaure) zur Verfiigung. AuBer diesen benétigten wir die hydrier- 
ten und formylierten Formen dieser Substanzen, die nach bekannten Methoden 
dargestellt wurden. 


17 ¥, Korte u. H. Weitkamp, Angew. Chem. 70, 434 [1958]. 
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Tab. 2. Rp-Werte und UV-Absorption der gepriiften Verbindungen. 








on raat Lésungsmittelsystem Amax* 
A | B | Cc D (my) 
Pteroinsaure (VI) Léschung 0.20 | 0,00 | 0,06 | 278; 256 
5.6.7.8-Tetrahydro- 
pteroinsaure 265 
10-Formyl]-pteroinsaiure Fluoreszenz 0,42 | 0,55 | 0,54 255 
5-Formy1-5.6.7.8.-tetra- 
hydro-pteroinsaure (I) DK 2 0,49 | 0.40 | 0.25 | 0,47 277 
Folsaure Léschung 1 0,17 | 0,28 | 0,28 | 282; 252 
5.6.7.8-Tetrahydro-folsiure | 265 
10-Formyl-folsiure Fluoreszenz 0,31 | 0,38 | 07° 255 
5-Formy]-5.6.7.8.-tetra- 
hydro-folsiure ({I) DK 2 0.22 | 0.51 | 0,64 282 
Teropterin Léschung 0,14 | 0,10 | 0,65 | 276; 256 
5.6.7.8-Tetrahydro-terop- 
terin 270 
10-Formyl-teropterin Fluoreszenz | 0.30 | 017 | 0,91 256 
5-Formyl1-5.6.7.8.-tetra- 
hydro-teropterin (IV) DK 2 0.40 | 0,20 | 0,93 288 
Xanthopterin (V) radioaktiv 0,36 | 0.28 | 0,27 | 0,44 
0,65 0,59 0,66 
Xanthopterin (oxydiert) radioaktiv 0,54 | 0,21 | 0,12 | 0,67 
0,64 | 0.36 | 0,22 | 0,85 
0,70 | 0,52 | 0,33 
0,83 0.67 0.46 
0,62 
2-Amino-4-hydroxy-pteri- 
din-carbonsaure-(6) Fluoreszenz | 0,49 | 0,25 | 0,13 | 0,56 
p-Aminobenzoesiure radioaktiv | 0,77 | 0,69 0.70 
5-Formy]-5.6.7.8.-tetra- 
hydro-pteroinsiure DK 2 0,70 | 0,26 | 0,16 | 0,70 
(oxydiert) O,87 0,42 O,87 
5-Formy]-5.6.7.8.-tetra- Literatur- 0,30 | 0,304] 0,715 
hydro-diopterin (ITT) werte 


* Gemessen in 0,1n. NaOH. 


Die bei der Formylierung entstehenden 10-Formy]-Derivate muBten einer 




















Umlagerungsreaktion unterworfen werden, um zu den entsprechenden 5-Formy!- 
Verbindungen zu gelangen. Die Umlagerung nach Roth et al.'§ in waBr. Lésung 
bei px 13 ist fiir hydrolyseempfindliche Substanzen ungeeignet. Zur Darstellung 
der Teropterindervate wurde daher nach dem im folgenden unter c) beschriebenen 
Verfahren in Wasser bei po 7 umgelagert. Unter diesen Bedingungen lassen sich 


auch die anderen Substanzen umlagern. 
Das Gelingen der einzelnen 


Reaktionen wurde durch UV-Spektrographie 


(Gerait: Beckman DK 2) und Papierchromatographie kontrolliert. (Vgl. hierzu 


Tab. 2.) 


a) Formylierung: | mg der Pteridine wurde mit 1 cm® wasserfreier Ameisen- 


siure 1 Stde. lang auf 60° erhitzt. 





18 B. Roth, M. E. Hultquist, M.. 
Broquist, J. A. Brockman, Jr., J.M.Smith, Jr.. R. 
Stokstad u. Th. H. Jukes, J. Amer. chem. Soc. 74, 3247 [1952]. 





. Fahrenbach. D. B. Cosulich, H. P. 
P. Parker, 


KE. L. R. 
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b) Hvydrierung: 1 mg der Pteridine wurde in 1 cm® Kisessig unter Zusatz von 
PtO, und Ascorbinséure bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert. 

Die H,-Aufnahme war nach 5—6 Stdn. beendet. 

c) Hydrierung und Umlagerung: Die nach a) erhaltene Reaktionslésung 
wurde mit PtO, und Ascorbinsiiure versetzt und bei Zimmertemperatur 
hydriert. Zur Umlagerung wurde vom Pt abfiltriert, im Vak. unter N, zur 
Trockne eingedampft, mit Wasser aufgenommen und nach Einstellen der 
Losung auf po 7 1 Stde. auf 95—100° erhitzt. 

Oxydationen an 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro-pteroinsaiure 
und Zellextrakten 

Mit Permanganat: Die Extrakte, die durch Kultivierung der Zellen in 
Gegenwart von Xanthopterin-[8a-“C] erhalten wurden bzw. die waBrige Lésung 
der Verbindung I wurden mit festem KMnO, im Uberschu8 versetzt und 30 Min. 
lang auf 90—95° erwarmt. Nach Beseitigung des Permanganat-Uberschusses durch 
teduktion mit Athanol wurde vom MnO, abzentrifugiert. Die Papierchromato- 
graphie der klaren, farblosen Lésungen, ergab Identitat der Oxydationsprodukte 
in allen 4 Lésungsmittelsystemen. 

Mit Luftsauerstoff: In die Zellextrakte bzw. die wiBr. Lésung der Ver- 
bindung I wurde bei 70° 6 Stdn. lang aus einer nicht zu engen Kapillare ein Luft- 
strom eingeblasen. Die papierchromatographische Untersuchung zeigte, daB neben 
der urspriinglich vorhandenen Verbindung [ die gleichen Oxydationsprodukte 
entstanden waren, die auch bei der Oxydation mit Permanganat gebildet wurden. 


Zusammenfassung 


1. Durch vergleichende Papierchromatographie wird gezeigt, daB 
Xanthopterin-[8a-4C] durch Enterococcus stei, Streptococcus faecalis 
R.. Bacterium coli und die Hefe Pichia membranaefaciens in 5-Formyl- 
5.6.7.8-tetrahydro-pteroinsaure tibergefiihrt wird. 

2. Bei Einsatz von p-Aminobenzoesaure- [2.6-“C]| werden von 
denselben Mikroorganismen ‘Teropterin, 5-Formyl!-5.6.7.8-tetrahydro- 
folsiure und 5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-diopterin gebildet. Das Auf- 
treten von 5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-pteroinsiure wurde in keinem 
Fall beobachtet. 

3. Der normale Biosyntheseweg zur Folsiuregruppe fiihrt dem- 
nach nicht tiber Xanthopterin. Offenbar erfolgt durch Adaptation an 
Xanthopterin eine Umstellung des Stoffwechsels der Mikroorganismen. 


Summary 


1. It has been shown by comparative paperchromatography, that 
xanthopterine-[8a-4C] is transformed into 5-formyl-5.6.7.8-tetrahydro- 
pteroic acid by Enterococcus stei, Bacterium coli, Streptococcus faecalis R. 
and the veast Pichia membranaefaciens. 

2. p-Aminobenzoie acid is transformed by the same microorganisms 
into teropterine, 5-formy1-5.6.7.8-tetrahydro-folic acid and 5-formyl- 
).6.7.8-tetrahydro-diopterine. In no case has the appearance of 5-formy!- 
.6.7.8-tetrahydro-pteroic acid been observed. 

3. The normal biosynthesis of the folic acid group does not involve 
xanthopterine as intermediate. Apparently through adaption to xantho- 
pterine, readjustment of the metabolism of the microorganisms occurs. 
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Uber Peptide, XIP 
Versuche zur partiellen Racemisierung von Serin 
im Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanin-athylester 
Von 
Eugen Schnabel* 


Aus dem Deutschen Wollforschungsinstitut an der Rheinisch-Westfilischen Technischen Hochs:hule 
Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1958) 


Wie Cystein und Threonin gehért nach Daft und Coghill? auch 
Serin zu den besonders racemisierungsempfindlichen Aminosauren. Man 
nimmt an, daB in alkalischer Losung durch die Abspaltung des beweg- 
lichen x-Wasserstoff-Atoms als Proton zundchst ein symmetrisches 
Intermediarprodukt 


i: 5 H 
ToO=0= C=C ed HOC S6=( fl 
Oo? * ; Ge 
H NH, H NH, 


entsteht®. Das Carbanion kann sich auf verschiedene Weise stabilisieren. 
Bei der Rekombination wird Serin zuriickgebildet, das aber jetzt race- 
misch ist. Andererseits kann die $-Hydroxygruppe als Hydroxylat ab- 
gespalten werden, und es entsteht «%-Amino-acrylsiure*. Diese als 
B-Eliminierung bekannte Reaktion fiihrt vor allem in stark alkalischer 
Losung zum Abbau der /-Hydroxyaminoséuren?**, Ein  weiteres 
alkalisches Zerfallsprinzip wurde von Metzler, Longenecker und 
Snell? und Wieland und Mitarbeitern® in der reversiblen Aldospaltung 
zu Glycin und Formaldehyd aufgefunden. Mit dieser Reaktionsfolge 
kénnte die Racemisierung ebenfalls, wenn auch weniger wahrscheinlich, 
erklart werden. 

* Stipendiat der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godes- 
berg. : 


lo! 


XT. Mitteilung: E. Schnabel, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
F.S. Daft u. R. D. Coghill, J. biol. Chemistry 99, 213 [1931]. 
3 A. Neuberger in ,,Advances in Protein Chemistry IV, 339, Academic 
Press, New York 1948. 

10. A. Nicolet, L.A.Shinn u. L.J.Saidel, J. biol. Chemistry 142. 
609 [1942]. 

5 F. Bettzieche u. K. Menger, diese Z. 172, 56 [1927]. 

6 Th. Wieland u. L. Wirth, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 

7 D. E. Metzler, J. B. Longenecker u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soe. 
75, 2786 [1953]. 
8 Th. Wieland, H. Cords u. E. Keck, 
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Chem. Ber. 87, 1312 [1954]. 
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Wenn die Carboxygruppe des Serins peptidgebunden und deshalb 
entladen ist, muB eine erhéhte Alkalilabilitat erwartet werden, und das 
gleiche gilt auch fiir die Substitution an der x-Aminogruppe, da dann 
die Abspaltung des Protons und die Bildung des Carbanions erleichtert 
wird®5, Allerdings wird unter den gleichen Bedingungen auch der 
Abbau des Serins begiinstigt. Es sollte aber trotzdem méglich sein, 
peptidgebundenes Serin bevorzugt zu racemisieren. 

Bei der kiirzlich beschriebenen Synthese® von L-Seryl-glycyl-L- 
alanyl-glycyl-L-alanyl-glycin wurde fiir die Darstellung der Tripeptid- 
komponente Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-L-alanin-hydrazid racemisches 
Serin verwendet und die Diastereomeren, Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl- 
L-alanin-athylester und Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-L-alanin-athyl- 
ester, durch fraktionierte Kristallisation getrennt!®. Es schien nun aus- 
sichtsreich, die in betrachtlicher Menge anfallende D,L-Verbindung 
durch partielle Racemisierung des Serins ebenfalls in die L,L-Verbindung 
zu tberfiihren, was einer quantitativen Umwandlung von DL-Serin in 
L-Serin gleichkéme. Bei der Racemisierung sollte ein Gemisch gleicher 
Mengen Carbobenzoxy-D-seryl- und Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-L- 
alanin-athylester entstehen, das dann durch fraktionierte Kristallisation 
aufgetrennt werden kénnte. Umgekehrt wiirde der Carbobenzoxy-L- 
seryl-glycyl-L-alanin-athylester durch partielle Racemisierung zur 
Halfte in Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanin-athylester umgewandelt 
werden. 

Die Brauchbarkeit dieses Prinzips wurde nun in einer Reihe von 
Vorversuchen untersucht. 

Bei den im allgemeinen gut reproduzierbaren Ansaitzen wurden ungefahr 
250—500 mg Carbobenzoxy-tripeptidester in 13 cm*® Methanol gelést und mit 
1—1,5 em® Wasser und dem gleichen Vol. Triaithylamin versetzt. Dann wurde die 
Lésung in ein Drehrohr eingefiillt und die Drehwerte zu bestimmten Zeiten er- 
mittelt. Die Wahl von Triithylamin als basischem Agens hatte verschiedene 
Griinde. Einmal ist es weniger basisch als Alkalilauge und sollte deshalb nicht 
so stark zersetzend und verseifend wirken, und zum anderen kann es wegen seiner 
Fliichtigkeit nach dem Abbrechen des Versuches mit dem Lésungsmittel zu- 
sammen bequem im Vak. abdestilliert werden. 

Zersetzung und Verseifung wurden durch chromatographische 
Untersuchung eines parallelen Ansatzes verfolgt. Wie das Auftreten 
neuer Cl,-positiver™ Verbindungen zeigte, liBt sich beides nicht ganz 
ausschalten. Wahrend namlich bei den Versuchen mit Carbobenzoxy- 
glyecyl-L-alanyl-glycin-benzylester das durch Verseifung entstandene 
Carbobenzoxy-peptid ab 10 Stdn. chromatographisch nachgewiesen 
werden konnte — Ry-Werte: in SBA* 1,0 bzw. 0,95; in SBN** 0.95 
und 0,35 —, sonst aber keine neuen Verbindungen auftraten, war die 


® FE. Schnabel u. H. Zahn, Liebigs Ann. Chem. 614, 141 [1958]. 

10 Vgl. W. J. Polglaseu. KE. L. Smith, J. Amer. chem. Sce. 71, 3081 [1949]. 
" H. Zahn u. H. Wolf, Melliand Textilber. 32, 317 [1951]. 

* SBA = sek. Butanol/90proz. Ameisenséure Wasser 15:3: 2. 

** SBN = sek. Butanol/]0Oproz. Ammeniak 17:3. 
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Reaktionslésung bei den diastereemeren Carbobenzoxy-seryl-glycy'- 
alanin-athylestern recht komplex. 

Neben dem Ausgangsmaterial, Carbobenzoxy-peptid und _ freiem 
Peptid — Ry-Werte inSBA: 1, 0,95, 0.14; inSBN: 0,95, 0,20 und 0,03 
traten zwei weitere ninhydrinpositive Verbindungen mit Ry-Werten 
von 0,76 und 0,68 in SBA und 0,75 in SBN auf. Das Carbobenzoxv- 
peptid entstand schon nach kurzer Zeit, wahrend die tibrigen Bruch- 
stiicke erst ziemlich spat in Erscheinung traten — das freie Peptid z. b. 
nach 24 Stunden. 

Besonders aufschluBreich waren die polarimetrischen Ergebnisse. 
Unmittelbar nach der Zugabe des Triathylamins bildeten sich Schlieren 
und das Rohr war lichtundurchlassig bzw. der Strahl wurde abgelenkt. 


Polarimetrische Messung der 
Racemisierungsgeschwindigkeit. 
I. Carbobenzoxy-t-seryl-glycy]- 
L-alanin-athylester; I’. desglei- 
chen mit Cu®®-Zusatz; II. Carbo- 
benzoxy-p-seryl-glycyl-L-alanin- 
athylester; II[. Carbobenzoxy- 

glyeyl-L-alanyl-glycin-benzy|- 





ester. 


Nach der Klarung, die etwa !,—1 Stde. in Anspruch nahm, anderte sicli 
die Drehung zunachst verhaltnismafBig rasch und schlieBlich fast lin. ar 
(s. Abbildung). Beim Carbobenzoxy- L-seryl-glycyl-L-alanin-athylester 
beobachtete man eine Abnahme der Werte (Kurve I), verschiedent- 
lich verlief die Kurve vor allem gegen Ende etwas flacher, beim 
Carbobenzoxy- D-seryl-glycyl-L-alanin-athylester eine Zunahme er 
Drehwerte (Kurve II), waihrend sie beim Carbobenzoxy-glycyl-L-alanyl- 
glycin-benzylester (Kurve III) fast konstant blieben. Das beweist, dal 
die Racemisierung des L-Alanins nur eine untergeordnete Rolle spielen 
kann. Nach Freudenberg und Mitarbeitern!? kénnte die geringfiigige 
Drehungsabnahme bei Kurve III durch die Verseifung erklart werden. 
wobei sich die Drehung vermindert; aber andererseits dtirfte cies: 
Anderung wegen der raiumlichen Entfernung der Estergruppe vom 
Alaninrest bei dieser Verbindung kaum spiirbar sein. Bei den Carbo- 
benzoxy-seryl-glycyl-alanin-ithylestern ist dagegen eine starkere Be- 
einflussung durch die Verseifung zu erwarten. Der Effekt mtiBte aber it 
beiden Fallen gleichsinnig sein, so daB die Verseifung nicht ausschlieBlich 
fiir die Drehungsanderung verantwortlich sein kann. Nur bei der Ab- 


12 K, Freudenberg, W. Kuhn u. I. Bumann, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 
2380 [1930]. 
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spaltung der Carbobenzoxygruppe wire nach der Brandschen Super- 
positionsregel eine gegenlaufige Anderung. wie sie ja aufgefunden 
wurde, zu erwarten. Da aber ninhydrinpositive Zersetzungsprodukte 
erst relativ spat und in nur geringer Intensitit auftraten, diirfte diese 
Deutung ebenfalls unzutreffend sein. Auch beim Abbau des Serins 
mliBte man gegenliufige Anderungen der Drehungen erwarten. Beide 
Praparate sollten dem gleichen Endwert zustreben und nicht mehr in 
hoch- und niedrigdrehende Fraktionen spaltbar sein. Gerade diese 
Bedingung ist aber nicht erfiillt, so daB die aufgefundenen Drehungs- 
inderungen eindeutig auf die Racemisierung des Serins zuriickgefiihrt 
werden miissen. 

Die Berechnung des Umsatzes ist nach folgender Uberlegung még- 
lich: Der Anfangsdrehwert entspricht dem des reinen Diastereomeren. 
der fiir die L,L-Verbindung — 23,5°, fiir die D,L-Verbindung — 5° 
betragt. Nach dem quantitativen Umsatz liegen beide in gleicher Menge 
nebeneinander vor, und wenn man die stérenden Nebenreaktionen nicht 
beriicksichtigt, sollte man fiir das resultierende Gemisch eine spezifische 
Drehung von —14,25° erwarten. Der gemessene Anfangsdrehwert sollte 
sich bei der Racemisierung von Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanin- 
ithylester fast verdreifachen, bei der diastereomeren L.L-Verbindung 
aber auf etwa die Halfte erniedrigen. 

Wie Kurve II zeigt, ist der durch die Konzentration an D,L-Ver- 
bindung bedingte Umsatz zum _ L,.L-Diastereomeren anfanglich be- 
deutend gréBer als gegen Ende, wo die Riickreaktion L.L~- D.L, die ja 
mit gleicher Geschwindigkeit und Wahrscheinlichkeit abliuft, immer 
stirker ins Gewicht fallt. Die Nebenreaktionen sind dagegen von der 
Gesamtkonzentration L.L -|- D.L.abhangig und verlaufen mit geringerer 
aber fast konstanter Geschwindigkeit. Deshalb empfiehlt es sich, die 
Reaktion nach einer optimalen Reaktionsdauer von schatzungsweise 
2—4 Tagen schon vor dem Erreichen des Gleichgewichts D.L/L,.L = 1:1 
abzubrechen. 

Versuche, die Racemisierung durch Zugabe von Cu®® zu beschleu- 
nigen, fiihrten in Ubereinstimmung mit der Literatur™ zu einer starkeren 
Verseifung ohne Erhéhung der Racemisierungsgeschwindigkeit (Kuve I’). 

Die praparative Durchfiihrung der Versuche war indessen 
bedeutend schwieriger als nach den Vorversuchen erwartet. Zuerst 
wurde die Racemisierung von Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanin- 
ithylester mit einer Reaktionsdauer von 36 Stdn. durchgefiihrt. Bei der 
Aufarbeitung erhielten wir 60% der in Essigester schwerléslichen Aus- 
gangsverbindung zuriick. Der hinterbleibende Sirup  kristallisierte 
schlieBlich auch, war aber noch ziemlich unrein: 


28 


Schmp. 105—115°; [x]j): — 13° (¢ = 2, in Methanol). 
8 i. Brand u. B. F. Erlanger, J. Amer. chem. Soc. 72, 3314 [1950]. 
4 V. Bruckner, K. Kovacs, J. Kovacs u. A. Kotai, Experientia [ Basel] 
10, 166 [1954]. 


g* 
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Durch fraktionierte Kristallisation aus Essigester konnten zwei 
Fraktionen erhalten werden, die spezifische Drehungen von —20° bzw. 
—21° aufwiesen (zu erwarten —23,5°) und deren Mischschmelzpunkte 
mit dem reinen L,L-Diastereomeren keine Depression zeigten. Die Aus- 
beute war allerdings recht gering. 

Giinstiger schien die Racemisierung von Carbobenzoxy-L-sery]- 
glycyl-L-alanin-athylester, da hier wegen der besseren Alkoholléslich- 
keit viel konzentrierter gearbeitet werden konnte und das entstandene 
D,L-Diastereomere wegen seiner Schwerldslichkeit leichter isolierbar 
sein sollte. Beim Einengen des Ansatzes wurde auch ein Gemisch mit 
der spezif. Drehung von — 16° erhalten — beim quantitativen Umsatz 
waren —14,25° zu erwarten —, das aber nicht aufgetrennt werden 
konnte, da die Menge zu gering war und die D,L-Verbindung wegen cer 
Beimischungen nicht so gut kristallisierte. 

Die Versuche muBten aus duBeren Griinden abgebrochen werden 
und sollen deshalb unabgeschlossen mitgeteilt werden. 


Beschreibung der Versuche 


a) Racemisierung von Carbobenzoxy-p-seryl-glycyl-L-alanin- 
athylester 

10 g Carbobenzoxy-tripeptid-ester® wurden in 150 cm? heiBem Metha- 
nol gelést und 10 cm* Triathylamin und 8 cm* Wasser zu der Lésung gegeben. 
Das Reaktionsgemisch wurde 36 Stdn. bei Raumtemperatur gehalten, das Lésunys- 
mittelgemisch im Vak. abdestilliert und der Riickstand in Essigester aufgenommen. 
Die Essigesterlosung wurde mit verdiinnter Salzsiure und Hydrogencarbonat- 
Lésung extrahiert, mit reinem Wasser nachgewaschen und iiber Natriumsulfat 
getrocknet. Nach dem Abdampfen des Essigesters wurde in Methanol gelist. ‘us 
dieser Lésung schieden sich beim Stehenlassen etwa 6 g Ausgangsverbindung in 
Form der charakteristischen quadratischen Plattchen ab. 

. ae 2 * 5 

Schmp. 146—151°; [x] 73: -5° (c = 2, in Methanol). 

Bei einem spiteren Versuch wurde aber eine bei 136—139° schmelzende 
, . as 425 ~ ° 
Verbindung zuriickerhalten ({%];):—4,5°, ¢ = 2, in Methanol), deren Schmelz- 
punkt auch durch wiederholtes Umkristallisieren aus Methanol und Essigester 
nicht gesteigert werden konnte, und deren Kristallform mit der der D,L-Verbindung 
iibereinstimmte. 

SchlieBlich hinterblieb ein Sirup, der nach Animpfen durchkristallisierte. 
Ausbeute 2,4 g. 

95 2 . . Y ~ 

Schmp. 105—115°; [«]j, : — 13° (berechnet fiir quantitativen Umsatz — 14,25"). 
Durch fraktionierte Kristallisation aus Essigester konnten zwei Fraktionen ge- 
wonnen werden, deren spezifische Drehungen einigermaBen dem erwarteten Wert 
von — 23,5° entsprachen: 

A: Ausbeute 510 mg (10°, d. Th); Schmp. 117—120°; [a]: —20,0°: 
Misch-Schmp. ohne Depression. 

ae Z 2h 

B: Ausbeute 200 mg (4°, d. Th); Schmp.: 115—118°; [a])’: —21,0°; Misch 
Schmp. mit dem reinen Diasteromeren® (Schmp. 127—129°) ebenfalls ohne De- 
pression. 
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b) Racemisierung von Carbobenzoxy-t-seryl-glycyl-L-alanin- 
athylester 

Die Lésung von 0,6 g Carbobenzoxy-tripeptid-Ester in 12 cm® Methanol 
wurde mit 1,5 cm Wasser und der gleichen Menge 'Triathylamin versetzt und 
72 Stdn. bei Raumtemperatur gehalten. Dann wurde, wie bei a) beschrieben, auf- 

. . re . . 95 
gearbeitet und bei 119—122° schmelzende Kristalle mit einer Drehung [a] von 
16° (c = 2, in Methanol) erhalten. Fir quantitativen Umsatz errechnet sich 

eine Drehung von — 14,25°, 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, wird fiir ein 
Stipendium gedankt, Herrn Prof. Zahn fiir die Durchsicht des Manuskriptes. 
Die Arbeit wurde aus Mitteln des Bundeswirtschaftsministeriums geférdert. 


Zusammenfassung 

Im Carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanin-ithylester wird das Serin 
in wiBrig-methanolischer Lésung bei Zusatz von Triithylamin bevor- 
zugt racemisiert. 

Das Alanin ist, wie im Kontrollversuch am Carbobenzoxy-glycyl- 
L-alanyl-glycin-benzylester gezeigt werden konnte, sehr viel stabiler. 

Nach polarimetrischen Messungen ist der Umsatz fast quantitativ. 
Der gewiinschte Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-L-alanin-athylester konnte 
allerdings nur mit etwa 10% Ausbeute isoliert werden. 


Summary 

In carbobenzoxy-D-seryl-glycyl-L-alanine-ethyl-ester the serin is 
preferentially racemized in aqueous methanol solution by the addition 
of triethylamine. 

As can be shown in a control experiment with carbobenzoxy- 
glycyl-L-alanyl-glycin-benzyl-ester, alanine is much more stable. 

Polarimetric measurements indicate that the reaction is nearly 
quantitative. The desired carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-L-alanine-ethyl- 


ester could be obtained however only in 10% yield. 
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Versuche zur erschépfenden UV-Aktivierung 
des Provitamins D in Schweineschwarte 
Von 
H. Bekemeier und G. Pfennigsdorf 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg, Komm. Direktor: Prof. Dr. 
k. Pohle, und dem Institut fiir Strahlenforschung der Med. Fakultét der Humboldt-Universitat 
Berlin, Direktor: Prof. Dr. H. Schreiber 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. September 1958) 


Nach Windaus u.a.!~3 enthalt die Haut des Menschen und vieler Tiere 
betrachtliche Mengen an ProvitaminD. Es wird durch UV-Strahlen zum anti- 
rachitischen Vitamin photoisomerisiert. Als Beweis hierfiir gilt, daB das lebende 
Individuum durch UV-Bestrahlung gegen Rachitis geschiitzt oder von ihr gehcilt 
werden kann (vg. z. B. 1. ¢.4) und bestrahlte tote Haut im biologischen Test anti- 
rachitische Wirksamkeit zeigt’. 

Wahrend iiber die Menge des in der Haut vorhandenen Pro- 
vitamins D quantitative Angaben vorliegen'~*, ist die Hohe der durch 
UV-Strahlen isomerisierbaren Menge nicht bekannt. Diese Frage in 
bezug auf den als Vitamin D bestimmbaren Anteil ist Gegenstand der 
vorliegenden Arbeit. 


Methodik 


Saubere, unpigmentierte Schweinehaut vom Riicken oder von der Flanke 
der Tiere wurde von Subcutis und Borsten freiprapariert und von der epidermalen 
Seite her mit dem Gesamtspektrum des Hg-Hochdruckbrenners 8S 300 (Firma Quarz- 
lampen-GmbH, Hanau) im Abstand von 50cm auf einer Glasplatte frei liegend 
bestrahIt. Die Messung mit der Mollschen Thermosaule nach dem Filterdifferenz- 
verfahren ergab bei Filterung mit 20 mm Wasser sowie je 2mm WG 4 und Quarz 
einen StrahlungsfluB von 5,3-10° erg/cm?/sec. Bei dieser Filteranordnung werden 
im langwelligen Bereich des UV noch etwa 2% der Linie 366 mu miterfaBt. Die 
Haut erwairmte sich wahrend der Bestrahlung nur minimal, so daB auf jegliche 


1 A. Windaus u. F. Bock, diese Z. 245, 168 [1937]. 

2G. N. Festenstein u. R. A. Morton, Biochem. J. 60, 22 [1955]. 

3 A. Windaus, Nachr. Akad. Wiss. Gottingen, math.-physik. KI. (111), 185 
[1936]; H. Hentschel u. L.Schindel, Klin. Wschr. 9, 262 [1930]; O. Rosen- 
heim u. T. A. Webster, Lancet II, 622 [1927]; M. L. Miller, jr. u. C. A. Bau- 
mann, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 561 [1954]; W. W. Wells u. C. A. Bau- 
mann, Arch. Biochem. Biophysics 53, 471 [1954]. 

4K. Huldschinsky, Dtsch. med. Wschr. 45, 712 [1919]; G. F. Powers, 
EK. A. Park, P.G. Shipley, E. V. McCollum u. N. Simmonds, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 19, 120 [1921]; E. M. Nelson u. H. Steenbock, J. biol. Chemistry 62, 
575 [1925]; C. Sonne u. E. Rekling, Strahlentherapie 25, 552 [1927]; A. K nud- 
son u. F. Benford, J. biol. Chemistry 124, 287 [1938]. 

5 A. F. Hess u. M. Weinstock, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 22, 319 [1925]: 
A. F. Hess, J. Amer. med. Assoc. 84, 1910 [1925]; H. Bekemeier, G. Pfennigs- 
dorf u. W. Ponsold, Vortrag II. Internat. Photobiol. Kongress, Turin 1957. 
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Kithlung verzichtet wurde. Nach der Bestrahlung wurden die Hautstiickchen mit 
Schere und Starmix so fein zerkleinert, daB daraus mit einer 2proz. waBr. Losung 
von Mucilago Tylose eine Aufschwemmung hergestellt werden konnte, die mittels 
Schlundsonde quantitativ an Ratten verabreichbar war. 

Die Bestimmung des in der Haut durch Bestrahlung erzeugten Vitamins D 
erfolgte im prophylaktischen Réntgentest an der Ratte®. Die sonst im 
Kithlschrank bei 4° gehaltenen Haut-Tylose-Suspensionen wurden zur Verab- 
reichung an die Tiere jedesmal auf 15—20° erwirmt. Dosierung in der Regel 
(1,01—0,04 cm? Haut in 0,1—0,4 mi der Suspension pro Tag und Tier. Bei der 
Bestimmung war zu beachten, daB vom Zeitpunkt der Bestrahlung bis zur Be- 
endigung des Rattenversuches meist 17—20 Tage vergingen. Wahrend dieser Zeit 
lag das VitaminD praktisch in einer waBr. Lésung vor. Eine Abnahme des 
Vitamin-D-Gehaltes solcher Suspensionen war zu erwarten, der Grad des Verlustes 
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Abb. 1. Abfall der antirachitischen Wirksamkeit der Hautsuspensionen, 


ungewiB. Das Vorliegen einer Abnahme des Gehaltes wiirde bedeuten, daB der 
nach Ablauf des Rattentests gewonnene Wert fiir die antirachitische Wirksamkeit 
der Haut nicht mit dem Vitamin-D-Gehalt zum Zeitpunkt der Bestrahlung 
identisch ist. Durch wiederholte Gehaltsbestimmungen untersuchten wir deshalb 
zunaichst die Bedingungen und den Grad des Abfalls der antirachitischen Wirksam- 
keit der Hautsuspensionen mit dem Ziel, ein Ma® fiir die Korrektur des im pro- 
phylaktischen Réntgentest ermittelten Vitamin-D-Gehalts der Haut zu gewinnen. 
Den Wirksamkeitsabfall zeigt Abb. 1. 

Aus diesem Wirksamkeitsabfall wurde das Korrekturma auf foluaende Weise 
rmittelt: 

1. Zunaichst wurden, um den wiahrend des prophylaktischen Réntgentests 
uftretenden Verlust auszugleichen, in Abb. 1 die Ergebnisse auf der Abszisse 
nicht zum Zeitpunkt des Versuchsendes aufgetragen, sondern in Versuchsmitte. 
Zu Versuchsende wird im Vergleich mit dem konstant bleibenden Standard der 
Gehalt der Haut bereits unter dem des Standards zu finden sein; zu Versuchs- 
beginn mu8 er hdher liegen, damit in bezug auf den Standard und auf die gesamte 
Testperiode die gleiche Wirkung erzielt werden kann. Die Verhaltnisse werden 
ladureh kompliziert, daB die ersten wahrend der I4tagigen Periode gegebenen 
Dosen hinsichtlich der Rachitisheilung die wirksameren sind. Jedoch kénnten 
etwa zur Mitte des Tests Standard und Hautlésung in gleicher Vitamin-D-Konzen- 
tration vorliegen. 

2. In Abb. 1 lagerten zwischen der 1. und 2. Bestimmung (Abschnitt B) die 
Proben 2 Monate bei 4° im Kiihlschrank. Sie wurden ihm nur wahrend der 14tiagigen 
lestperioden jeweils zur Verabreichung an die Ratten entnommen, kurzfristig auf 
15—-20° erwirmt und zur Homogenisierung mehrmals kraftig geschiittelt. Die 
5 H. Bekemeier, G. Pfennigsdorf u. W. Ponsold, Pharmazie 13, 685 
[1958]. 
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3. Bestimmung (Abschnitt C) erfolgte bei sonst gleichen Bedingungen sofort im 
AnschluB an die zweite. Aus Abb. 1, noch deutlicher aus Tabelle 1, wird ersichtlicli, 
daB der Wirksamkeitsabfall im Ubergang von der 2. zur 3. Bestimmung beschleu- 
nigt stattfindet, wenn die Hautlésungen bei zwei aufeinanderfolgenden Bestimi- 
mungen 4 Wochen lang den oben geschilderten Bedingungen der Testperio«: 
unterlagen. Der Wirksamkeitsabfall erfolgt also im wesentlichen wahrend de 
Versuchsperiode, bedingt durch das tagliche Aufwarmen und Durchschiitte!n 
(Durchmischen mit dem O, des iiberstehenden Luftvolumens). Wahrend de 
Lagerung der Proben im Kiihlschrank liegt der Abfall in der GréBenordnung, wie 
er von Fuchs und Wichtl? fiir wabrige Vitamin-D-Tween-Loésungen ermittclt 
worden ist. 

Tab. 1. Berechnung der prozentualen Abnahme der antirachitischen Wirksamkcit 
von Hautsuspensionen. 1. Bestimmung sofort nach UV-Bestrahlung; 2. Bestim- 
mung nach 2monatiger Lagcrung bei 4°; 3. Bestimmung sofort im AnschluB an di 


2. Bestimmung. 




















1. Bestim- 2. Bestim- Wirksamkeits- 3. Bestim- Wirksamkeits 
mung mung verlust mung verlust 
I.E. L.E. 7% I.E. % 
32,0 25.0 22 19,3 23 
57,5 40.5 30 16.4 60 
58,8 40.0 py 25,0 38 
61,2 36,0 4] 27,0 25 
37,0 22.8 38 ~ 
57,2 28,0 51 — — 

Durchschnittliche Abnahme in °, 37 36,5 


Ahnliche Bedingungen wie zur Zeit der beiden aufeinanderfolgenden ‘Test- 
perioden liegen im Abschnitt A der Abb. 1 vor. Hier erfolgt die Aufbereitung de 
Haut, an die sich die erste Testperiode sofort anschlieBt. Im Abschnitt A wurde 
die Wirksamkeit der Suspensionen durch Extrapolation bis zum Tage 0 (Zeit- 
punkt der Bestrahlung) ermittelt. Als Ma®B diente der durchschnittliche taglich: 
Wirksamkeitsabfall im Abschnitt C; er betrug 2.5%/Tag, bezogen auf den bei de1 
ersten Bestimmung ermittelten Vitamin-D-Gehalt. Mittels dieses Korrekturmal}es 
wurden alle fiir Schweinehautsuspensionen im prophylaktischen Réntgentest 
gewonnenen Vitamin-D-Konzentrationen aufgebessert; diese Werte wurden in 
Abb. 2 eingetragen. 

Unter der Annahme, daf die Wirksamkeitsabnahme der Suspensionen nac'! 
einem Abklingungsgesetz erfolgt, miiBten die Werte der Abb. 2 entsprechend 
hoher liegen. 

Fiir jeden Punkt der Abb. 1 und 2 wurden durchschnittlich 33 Ratten ver- 
wendet. Der Vergleich der antirachitischen Wirksamkeit erfolgte gegen eine: 
Vitamin-P,-Standard. Unbestrahite Haut lief als Kontrolle mit. Insgesamt wurden 
im prophylaktischen Réntgentest 1270 Jungratten bendtigt. 


Ergebnisse und Diskussion 
Abb. 2 stellt das Ergebnis von UV-Isomerisierungsversuchen ai 
Hauten von 7 Schweinen dar. Das Kurvenbild gleicht dem, wie es {ii 
reine Provitamin-D-Benzol-Lésungen beschrieben wurde’. Nach Abb. 2 
konnten maximal zwischen 30 und 110 LE. (0,75—2,75 wg) Vitamin D 
7 L. Fuchs u. M. Wichtl, Pharmazie 11, 624 [1956]. 
®’ K. Pfordte, Dissertat. Halle 1957; diese Z. 312, 193 [1958]. 
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Bd. 314 (1959) UV-Aktivierung des Provitamins D 
pro em? Haut erzeugt werden. Windaus und Bock! erhielten aus | ¢ 
Schweinehaut 12 vg (groBer Analysenansatz) bzw. 31 #g (kleiner Ana- 
lvsenansatz) 7-Dehydro-cholesterin, Festenstein und Morton? 20 jg. 
Messungen an 40 Hautstiickchen von 10 Schweinen ergaben, daB 1 em? 
0.35 -+- 0.01 g entsprechen. Demnach kommen auf 1 em? 4—I1 ng 
7-Dehydro-choilesterin, Auf Grund der maximal erreichten Vitamin-D- 
Konzentration von 0,75—2,75 wg pro cm* konnten also ungefihr 20 bis 
30%, vom Gesamtprovitamin aktiviert werden. Wenn zum Vergleich 











45 nt) nr 
Min. Bestrahlungszeit. —=— 
Abb. 2. Vitamin-D-Gehalt der Schweinehaut in Abhingigkeit von der Bestrahlungs- 


zeit baw. eingestrahlten UV-Energie. Haut von 7 verschiedenen Schweinen. 


Versuche von Pfordte® herangezogen werden diirfen, der bei Bestrah- 
lung reiner Ergosterin-Benzol-Lésungen eine maximale Vitamin- D- 
Konzentration von etwa 50% des vorhandenen Provitamins erreichen 
konnte, waren demnach nur ungefahr 40—60% des chemisch ermittelten 
Gesamtprovitamins D der Haut durch UV-Strahlen erreichbar. Die Hihe 
des in Hauten verschiedener Tiere zu erzeugenden Vitamins D ist sehr 
unterschiedlich. Da unsere Bestrahlungsbedingungen konstant waren. 
liegt also entweder eine wechselnde Verteilung des Provitamins in den 
einzelnen Hautschichten vor, so daB das eine Mal mehr, das andere Mal 
weniger durch die UV-Strahlen erreichbar ist, oder der Gesamt- 
provitamin-Gehalt schwankt bei gleichem Verteilungsverhaltnis. Die 
letzteren Bedingungen werden sicher im Vordergrund stehen. Unab- 
hingig von dieser Frage ist festzustellen, daB die Menge des durch 
UV-Strahlen isomerisierbaren Provitamins D bei verschiedenen Hiuten 
um 300% differieren kann. 

Erste Versuche an lebenden Ratten ergaben, daB in vivo Cie Akti- 
vierungsrate bei gleicher UV- Dosis kleiner ist, als in vitro. Abgeschlossene 
Ergebnisse liegen zwar noch nicht vor. jedoch scheint eine Ubertragung 


der an toter Schweinehaut gewonnenen Zahlen auf das lebende Schwein 


in allen Punkten nicht ohne weiteres méglich zu sein. 
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Als unsicher erwiesen sich Versuche, in unbestrahlter Schweinehaut 
die Menge des physiologisch vorhandenen VitaminsD zu_ bestimmen. 
Durch Gabe von 0.5—1.0 cm? pro Tag und Ratte wurde kein anti- 
vachitischer Effekt erzielt. Es miiBte danach weniger als 1 I.E. Vit- 
amin D/em? vorhanden sein. Eine genauere Ermittlung des Gehaltes 
war in der bisherigen Versuchsanordnung nicht méglich, da das mit 
der Haut der Ratte gegebene Eiweifs eine zur Diadt zusatzlich in Rech- 
nung zu stellende rachitogene Wirkung hervorruft, so daB kleine Mengen 
VitaminD verdeckt werden. Fiir Versuche mit geringen Vitamin-D.- 
Konzentrationen in Haut empfiehlt sich das Arbeiten mit Extrakten, 


Zusammenfassung 


1. Durch UV-Bestrahlung konnten in toter Schweinehaut maximal 
30—110 I.E. Vitamin D/cm? erzeugt werden; der Verlauf der Akti- 
vierung gleicht prinzipiell dem, wie er bei Bestrahlung reiner Benzol- 
Ergosterin-L6sungen gewonnen wird. 

2. Die maximal erreichte Vitamin-D-Konzentration lag ungefihr 
bei 20—30% vom Gesamtprovitamin-Gehalt der Haut. 

3. Die Menge des nach UV-Bestrahlung gefundenen Vitamins D 
differierte bei verschiedenen Hiauten um bis zu 300%. 

4. Der Wirksamkeitsverlust bestrahlter Haut in waBriger Tylose- 
Suspension verhielt sich bei Aufbewahrung im Kiihlraum bei 4° ahnlich 
wie der waBriger Tween-Vitamin-D-Lésungen. 


Summary 


1. By UV-irradiation of dead pig skin the maximum amount of 
generated vitamin D/em? was 30—110 i.u./em?. The course of tne 
activation corresponded in principal to that obtained by irradiation 
of pure ergosterol solutions in benzene. 

2. The highest vitamin D concentration obtained was about 
20—30% of the total provitamin content of the skin. 

3. The amount of vitamin D formed after UV-irradiation differed 
by up to 300% from skin to skin. 

4. The loss of activity from irradiated skin in aqueous Tylose- 
suspension in the coldroom at 4° C was comparable to that in solutions 
of vitamin D in aqueous Tween. 
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Versuche zur erschépfenden U\-Aktivierung 
des Provitamins D in der Haut von Ratten, Kaninchen 
und Meerschweinchen 
Von 
H. Bekemeier 


aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Halle- Wittenberg 
Kemm, Direktor: Prof. Dr. K. Pohle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13, September 19538) 


In isolierter Schweineschwarte konnten durch UV-Bestrahlung 
maximal 30—110 I. E. Vitamin D pro cm? erzeugt werden'. In dieser 
Arbeit wird tiber entsprechende UV-Isomerisierungsversuche an Ratten-, 
Kaninchen- und Meerschweinchenhaut berichtet. Die Experimente 
dienten gleichzeitig der Suche nach geeigneten Laboratoriumstieren 
fiir UV-Studien am lebenden Individuum. 


Methodik 


Die angewandte Methodik wurde in der vorstehenden Arbeit! beschrieben. 
Zufolge der geringeren antirachitischen Aktivierbarkeit der Haut der hier unter- 
suchten Tiere lag die Hautdosierung im prophylaktischen Réntgentest entsprechend 
hoher. Fiir jeden Punkt der Abb. 1, 2 und 3 kamen bei der Bestimmung im Réntgen- 
test 22—33 Ratten zur Verwendung, in Abb. 4 waren es durchschnittlich nur 
11 Tiere. Zum Wirksamkeitsvergletch diente ein Vitamin-D,-Standard (Bayer). 
Die Ratten des Standards erhielten in der Regel zusatzlich unbestrahlte Haut, um 
fiir sie die gleichen diatetischen Bedingungen herzustellen, wie sie fiir die Ratten 
gegeben waren, die bestrahlte Haut erhielten. Unbestrahlte Haut lief dariiber 
hinaus als Kontrolle mit. Insgesamt wurden zur Erarbeitung der Abb. 1—4 etwa 
2100 junge Ratten bendtigt. 

Wie beim Schwein! wurde auch hier der im prophylaktischen Réntgentest 
ermittelte Vitamin-D-Gehalt der bestrahlten Haut korrigiert. Als MaB fiir dic 
Korrektur diente der Grad des Wirksamkeitsverlustes, den die Haut vom Zeit- 
punkt der Bestrahlung an durch Verarbeitung, Aufbewahrung im Kiihlschrank 
und Verabreichung im Roéntgentest erleidet. Riir Rattenhaut ist dieser Wirksam- 
keitsverlust in Abb. 1 dargestellt. 

Die Abb. 2, 3 und 4 stellen entsprechend dem Wirksamkeitsabfall nach 
Abb. 1 korrigierte Ergebnisse dar. Im einzelnen erfolgte die Korrektur in der 
friiher! beschriebenen Weise. 


Ergebnisse und Diskussion 


Nach Abb. | entspricht der Wirksamkeitsverlust von waBrigen 
Rattenhautsuspensionen, die bei 4° im Kithlschrank aufbewahrt waren 
und diesem nur zur Verabreichung an die Versuchstiere entnommen 


1H. Bekemeier u.G. Pfennigsdorf, diese Z. 314, 120 [1958], vorstehend. 
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wurden, dem vergleichbarer Schweinehautsuspensionen. Er liegt in de: 
GroBenordnung wie fiir ahnlich aufbewahrte waBrige Vitamin-D-Tween- 
Lésungen!. Die Wirksamkeitsabnahme der Hautsuspensionen zeigt, dais 
das Vitamin D in der zerkleinerten, als Aufschwemmung zubereiteten 


WV-Dosis in WS/cem?- —— 


oy 
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tamin-0-Gehalt der Haut in |E Jem? —=— 
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Abb. |, Abb. 2. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 1. Wirksamkeitsabnahme der Rattenhaut vom Zeitpunkt der Bestrahlung 
bis zu wiederholten Bestimmungen im prophylaktischen Réntgentest. 
Abb. 2. Vitamin-D-Gehalt in Rattenhaut nach verschiedenen Bestrahlungszeiten. 


Abb. 3 u. 4. Vitamin-D-Gehalt in Kaninchenhaut (Abb. 3) und in Meerschwein- 
chenhaut (Abb. 4) nach verschiedenen Bestrahlungszeiten. 


' 
Haut trotz seiner sicher vorhandenen Einbettung in Hautzellverbanc s- 
resten keinen nennenswerten Schutz gegen Zerstorung findet. Der aus 
Abb. 1 gewonnene Grad der Abnahme des Vitamin-D-Gehaltes diente 
als gemeinsames MaB fiir die Aufbesserung der Versuchsergebnisse in 
den Abb. 2, 3 und 4, die den durch UV-Bestrahlung in den untersuchten 
Hauten von Ratten, Kaninchen bzw. Meerschweinchen ermittelten 
Vitamin-D-Gehalt zeigen. Die Fragestellung zu diesen Experimenten 
lautete: Wieviel Provitamin D steht in der Haut der verschiedenen Ticr- 
arten fiir physiologische UV-Reaktionen zur Verfiigung und wie grol 
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ist der Anteil dieser Provitamin-D-Menge am Gesamt-Provitamin-D- 
Gehalt der Haut ? Dabei sind wir uns bewuBt, daB die vorliegende Studie 
an isolierter Haut nur eine Querschnittsbetrachtung darstellt, daB z. B. 
die Frage der Erneuerung des ProvitaminsD der Haut durch den 
Organismus unberticksichtigt geblieben ist. 

Die Gehaltsangaben wurden nicht auf das Gewicht, sondern grund- 
siitzlich auf die Oberflaicheneinheit bezogen. Das erschwert zwar den 
Vergleich unserer Ergebnisse mit den bisher bekannten Daten der 
Literatur, doch halten wir unser Vorgehen im Hinblick auf die vor- 
liegende Fragestellung fiir allein sinnvoll. 

Dariiber hinaus wird wohl durch Wahl der Oberflache als BezugsmaB all- 
gemein eine gréBere Konstanz der Angaben erreicht als durch das Gewicht. In 
letzteres geht nicht nur die Hautdicke ein, sondern auch die verschieden saubere 
Praparation besonders von der Subcutisseite her und der Wassergehalt. Es wire 
vorteilhaft, wenn Gehaltsangaben fiir Haut — das kann besonders fiir das Pro- 
vitamin D beurteilt werden — nicht nur wie bisher auf das Gewicht, sondern auch 
auf die Oberfliche bezogen wiirden. 

Nach Abb. 2 konnten in Rattenhaut maximal 5—15 I.E. Vitamin D 
pro em? erzeugt werden. Die Haut war von Tieren entnommen, cie in 
halbdunklen Raéaumen lebten; direkte Sonneneinstrahlung fehlte. Wir 
erachten diesen Hinweis fiir wichtig, da Besonnung und UV-Strahlen 
den Cholesteringehalt?-*, nach Wells und Baumann® méglicherweise 
auch den Provitamin-D-Gehalt der Rattenhaut erhéhen. Zur Verwen- 
dung gelangte Riicken- und Flankenhaut von insgesamt 185 mannlichen 
und weiblichen Albinoratten im Gewicht zwischen 230 und 350g. Die 
Priparation der Rattenhaut ist dadurch erleichtert, daB sich das Unter- 
hautmuskel- und -bindegewebe glatt von der Cutis abziehen !aBt. Bei 
der Bestimmung der einzelnen Kurven der Abb. 2 muBbte die Haut 
mehrerer Tiere zusammengenommen werden; dabei wurde jedoch die 
Haut der Einzeltiere anteilmaBig gleichmaiBig auf jeden Punkt der 
Kurve verteilt. Die Einzelkurven beziehen sich also nicht auf Einzel- 
individuen, sondern stellen schon eine Art Durchschnittskurven fiir 
mehrere Ratten dar. Nach neueren chemischen Untersuchungen von 
Idler und Baumann’ enthalt Rattenhaut 0,89—1,40 “g Provitamin D 
pro em?. Die maximale Konzentration von 5—15 I.E. Vitamin D pro 
em? (0,125—0,375 wg) entspricht mithin 15—30% der des Gesamt- 
provitamins. Im Hinblick auf das Verhaltnis zwischen Provitamin-D- 
Konzentration und maximaler Aktivierbarkeit! diirften wohl tiberhaupt 











2S. Kawaguchi, Biochem. Z. 221, 232 [1930]. 

3 A. H. Roffo, Prensa méd. argent. 18, 1091 [1932]; A. H. Roffo, J. Physiol. 
Pathol. gén. 30, 345 [1932]; Ref. Rona 71, 170 [1933]. 

4 A. Knudson, 8.Sturges u. W. R. Bryan, J. biol. Chemistry 128, 721 
[1939]. 

5 C. A. Baumann u. H.P. Rusch, Amer. J. Cancer 35, 213 [1939], zit. 
nach 1. ¢.4. 

® W.W. Wells u. C. A. Baumann, Arch. Biochem. Biophysics 53, 471 
[1954]. 

7 D. R. Idler u. C. A. Baumann, J. biol. Chemistry 195, 623 [1952]. 
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héchstens 30—60% des Gesamtprovitamins durch UV-Strahlen in der 


Haut erreichbar sein. Diese Zahlen stimmen gut mit den fiir Schweine- 
haut ermittelten iiberein. 

Die von Idler und Baumann’ angegebenen Zahlen fiir den Provitamin-D- 
Gehalt der Haut sind urspriinglich auf das Hautgewicht bezogen. Wir errechneten 
an Hauten von 95 Ratten, daB 0.0836 + 0,0013 g 1 cm? entsprechen (1 g etwa 
12 cm?), und bestimmten daraus dann die Provitamin-D-Konzentration pro cm?. 

Der von Idler und Baumann’ bei der chemischen Analyse gefundene 
Gehalt der Gesamtsterine der Haut an Provitamin D betrug 0,67 bzw. 0,84%, an 
anderer Stelle’ 1° und selbst nach langerer UV-Bestrahlung trotz leichten An- 
stiegs des Provitamin-D-Gehalts niemals mehr als 2%. Nach Windaus und Bock? 
liegt er bei 1,47 bzw. 2,369, also etwa doppelt so hoch. Aus Angaben zu einem 
allerdings relativ kleinen Analysenansatz von Glover und Mitarbeitern’® errechnet 
sich ein ebenfalls sehr hoher Gehalt von etwa 1,9 ug Provitamin D pro cm*. Bei 
Zugrundelegung der letzteren Daten wiirde die oben von uns angegebene Vitamin- 
D-Konzentration nach Bestrahlung maximal nur 10—20°%% der des Gesamt- 
provitamins D betragen. 

In Kaninchenhaut waren maximal 2—5 I.E. Vitamin D pro cm? zu 
erzeugen (Abb. 3). Hier entspricht jede Kurve einem Einzeltier; ins- 
gesamt wurde die Haut von 5 Kaninchen untersucht. Die Tiere saben 
in Boxen im Freien; direkter Sonneneinfall fehlte. Angaben tiber den 
chemisch ermittelten Provitamin-D-Gehalt von Kaninchenhaut sind 
uns nicht bekannt. Der aktivierte Anteil kann daher nicht berechnet 
werden. 

Die Meerschweinchen waren wie die Kaninchen untergebracht, doch 
scheint iiber die Frage der Erhéhung des Cholesteringehaltes der Haut 
nach Besonnung bzw. UV-Bestrahlung bei Meerschweinchen keine Einig- 
keit zu bestehen (vgl. Baumann und Rusch*® mit Kawaguchi’). 
Meerschweinchenhaut war nur in geringem Grade antirachitisch zu 
aktivieren, so daB zur Bestimmung der einzelnen Kurven wie bei Ratten 
die Haut mehrerer Tiere zusammengenommen werden muBte. Bei 
Bestrahlung der Haute von insgesamt 12 Meerschweinchen waren max\i- 
mal bis 3 I.E. pro cm? zu erzeugen. Angaben tiber den Gesamtpro- 
vitamin-D-Gehalt der Meerschweinchenhaut machen Glover und Mit- 
arbeiter!®, Bei einem tiberschlagsmabBigen Vergleich dieser Daten mit 
unseren Zahlen scheinen sich etwa die gleichen Relationen zu ergeben. 
wie sie weiter oben fiir Rattenhaut und friiher! fiir Schweineschwarte 
ermittelt worden sind. Die von uns verwandte Methode ist jedoch im 
Bereich ¢ines geringen Vitamin-D-Gehaltes der Haut zu ungenau, so 
daB eine genauere Berechnung der Verhaltniszahlen als nicht zulassig 
erscheint. 

Zur Ermittlung des physiologischen Vitamin-D-Gehaltes der hier 
untersuchten Haute erwies sich die angewandte Methode aus schon 
friiher! erérterten Griinden als ungeeignet. 0.6—1,8 cm? Rattenhaut, 
0.5 em? Kaninchenhaut bzw. 1.0 cm? Meerschweinchenhaut erwiesen 


’ P. R. Moore u. C. A. Baumann, J. biol. Chemistry 195, 615 [1952]. 
® A. Windaus u. F. Bock, diese Z. 245, 168 [1937]. 
10M. Glover, J. Glover u. R. A. Morton, Biochem. J. 51, 1 [1952]. 
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sich unbestrahlt bei Verftitterung im prophylaktischen Réntgentest als 
antirachitisch véllig unwirksam. Ein geringer Vitamin-D-Gehalt wird 
aber sicher durch die mit der Haut gegebene hohe EiweiBzufuhr verdeckt. 

Hinsichtlich einer Eignung der Tiere fiir UV-Studien am lebenden 
Individuum sind verschiedene Gesichtspunkte zu beriicksichtigen. Beim 
Kaninchen steht zwar eine grobe Hautfliche von einem Tier zur Ver- 
fiigung, was ftir gewisse Fragestellungen von Vorteil sein diirfte, jedoch 
ist ihre Aktivierbarkeit relativ klein. Dadurch sind Differenzen im 
Vitamin-D-Gehalt' verhaltnismaBig schwer herauszuarbeiten. Bei der 
Ratte liegt andererseits wohl eine in dieser Hinsicht ausreichend hoch 
aktivierbare, aber pro Einzeltier doch sehr kleine Haut vor. Die Haut 
des Meerschweinchens ist sowohl klein als auch schwer aktivierbar. Fiir 
Studien am lebenden Individuum wird die Tierart entsprechend der 
zu bearbeitenden Fragestellung auszuwahlen sein. 


Zusammenfassung 

1. Die antirachitische UV-Aktivierung von Haut verschiedener 
Tierarten folgt im Kurvenverlauf im Prinzip der reiner Ergosterin- 
Benzol-Lésungen (vgl. I. ¢.*). 

2. Rattenhaut war durch UV-Strahlen maximal auf 5—15, Ka- 
ninchenhaut auf 2—5 und Meerschweinchenhaut bis 3 I.E. Vitamin D 
pro cm? zu aktivieren. 

3. Die antirachitische Aktivierbarkeit der Haut der einzelnen Tier- 
arten geht mit ihrem chemisch ermittelten Provitamin-D-Gehalt parallel ; 
nur ein geringer Anteil dieses Gesamtprovitamins ist jedoch aktivierbar : 
In Rattenhaut konnte eine maximale Vitamin-D-Konzentration von nur 
etwa 15—30% der des Gesamtprovitamins D erzielt werden; nur 
héchstens 30—60% des Gesamtprovitamins D scheinen fiir die UV- 
Strahlen erreichbar zu sein. 

4. Die individuellen Unterschiede in der antirachitischen Aktivier- 
barkeit von Hauten der hier untersuchten Tiere betrugen bis 300%. 





Summary 
1. The antirachitic UV-activation of skin of various animal species 
follows principally the same curve as that of pure ergosterol solutions 
in benzene. 
2. Rat skin could be activated at most to 5—15 i. u., rabbit skin 
to 2—5 i. u. and guineapig skin up to 3 i.u. vitamin D/cm?. 

3. The attainable antirachitic activation of the skin of various 
animal species parallels the content of provitamin D as determined 
chemically. However, only a small portion of the total provitamin can 
be activated. In rat skin the highest vitamin D concentration obtained 
was about 15—30% of that of total provitamin D. At most 30—60% 
of the total provitamin D seem to be attainable by UV-irradiation. 

4. The individual differences in the antirachitic activation of the 
skins of the animals investigated here were up to 300%. 
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Uber eine Methode 
zum Nachweis aktiver Metallionen in Fermenten 
und ihre Anwendung auf Schweineleber-Esterase 
und Hefe-Alkoholdehydrogenase! 
Von 
Wolfgang Langenbeck, Karl-Adolf Miiller und Kurt Lange 


Aus dem Institut fiir Katalyseforschung, Rostock, der Deutschen Akademie der Wissenschaften 
zu Berlin und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Rostock 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1958) 


Das Verhalten der Schweineleber-Esterase bei der Dialyse unter- 
suchte bisher nur A. Ruffo?. Er dialysierte einen Lebertrockenpulver- 
extrakt gegen Wasser und stellte cine Inaktivierung, bei weiterer Dialyse 
eine Reaktivierung und schlieBlich vollsténdigen Aktivititsverlust fest. 
Die zuerst inaktivierte Enzymlésung konnte er auch durch Zusatz von 
Kupfer reaktivieren. 

Fiir unsere Versuche nahmen wir nicht einen einfachen Trocken- 
pulverextrakt, sondern eine nach Rosengart u. a.° wesentlich stérker 
angereicherte Esteraselésung, die wir zu unseren Versuchen stark ver- 
diinnten. Durch Dialyse gegen neutralisiertes Wasser konnten wir das 
Enzym nur sehr langsam, jedoch kontinuierlich inaktivieren. Wesentlich 
schneller nahm die Aktivitit bei der Dialyse gegen Phosphatpuffer nach 
Sdérensen ab. Die Dialysegeschwindigkeit war vom pux-Wert des 
Puffers abhangig. In Abb. | ist die Aktivitét nach 72 bzw. 96 Stcn. 
gegen den pu-Wert aufgetragen. Die Aktivitaitsabnahme ist zwischen 
pu 6 und px 8,5 am gréBten, wihrend sie unter po 6 und tiber pu 8,5 
erheblich kleiner wird. Zum Vergleich lieBen wir unsere Esteraselésung 
unter denselben Bedingungen ohne Dialyse stehen. Die Aktivitat nahm 
kaum ab. 

Die bei der Dialyse gegen Phosphatpuffer inaktivierte Esterase- 
lésung konnten wir durch Zugabe von 10-* molaren Zink-, Magnesium, 
Nickel-, Kupfer-, Cadmium-, Kobalt-, Mangan-, Silber- und Calcium- 
Lésungen nicht reaktivieren. 


1 Vorliufige Veréffentlichung: W. Langenbeck u. K. A. Miller, Natur- 
wissenschaften 45, 243 [1958]. 

2 A. Ruffo, Atti Reale Accad. Italia, Rend. Cl. Sci. fisiche, mat. natur. 4, 424 
[1943]. 

3 W.I. Rosengart, S. A. Kibardin, J. I. Bernardelli u. P. A. Finove- 
now, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 82, 293 [1952]; Chem. Zbl. 1958, 390; Chem. 
Abstr. 46, 761 1h [1952]. 
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Abb. 1. Esteraseaktivitat nach 72stdg. (@) 
baw. 96stdg. (O) Dialyse. Abhangigkeit 
der Dialysegeschwindigkeit vom py-Wert. 











Um zu entscheiden, ob eine eventuelle Reaktivierung nicht durch eine Metall- 
inhibierung iiberspielt wiirde, maBen wir die Metalleinwirkung auf die Esterase. 
Tab. 1. Inhibierung der Esterase durch 10-9: Metallsalzlésungen. % d. Ausgangs- 
aktivitat 100-vm/v) (um = Aktivitat mit Metall; vg = Aktivitit ohne Metall). 














% d. Ausgangs- Oo” d. Ausgangs- 

Metall - aktivitat Metal! 0 aktivitat 
Magnesium .... 89 LS a a a $2 
CCIM. 6 6s 6% 95 SLO) Se 30 
Mangan... «> 78 Caamium:; s. s<. 84 
BOOHIbHs 6 6s & » 92 Quecksilber . . . . 9 
21d er 89 . Chlormercuribenzoat 77 
Penny: or fe 63 











Tab. 1 zeigt, daB kein Metall die Esterase véllig inhibiert, so daB wir also 
tine Reaktivierung hatten finden miissen. Stark gehemmt wird die Leberesterase 
nur durch Silber und Quecksilber, die sehr schwer lésliche Metallsulfide bilden, 
also wahrscheinlich mit freien SH-Gruppen reagieren. Chlormercuribenzoat hemmt 
eigenartigerweise kaum. 

Um einen Anhaltspunkt zu haben, ob die Abnahme der Aktivitiit 
bei der Dialyse durch ein Metall verursacht wurde, lieBen wir eine 
Reihe vom Komplexbildnern auf die Esterase einwirken, weil die In- 
hibierung durch Komplexbildner darauf hinweist, daB das betreffende 
Enzym ein Metallenzym oder ein Enzym-Metall-Komplex ist. 

In Tab. 2 sind die Komplexbildner, ihre Konzentration und die 
Inhibierung angegeben. Am starksten wirkt das 1-Nitroso-naphthol-(2), 
dann folgt das Salicylaldoxim. Die anderen Komplexbildner hemmen 
nur wenig. Um eine Fallung beim 8-Hydroxy-chinolin zu verhindern, 
gaben wir etwas Aceton zu. Der Blindwert mit Aceton unterschied sich 
nicht vom normalen. 





' B. L. Vallee, Advances Protein Chem. 10, 317 [1955]. 
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Tab. 2. Inhibierung der Esterase durch Komplexbildner nach 30 Min. 











Komplexbildner m Konz. o, d. Ausgangsaktivitat 
1-Nitroso-naphthol-(2) .. . . . 5 x 10-4 58 
Salicylaldoxim. ........ 5x 10> 41 
Alizarinsulfonsaure . See hae 1x10 66 
8-Hydroxy-chinolin + 5 ml Aceton i xi 62 
22 AIDVRIGY «ww. ss ws 4x 10-2 76 
Athylendiamin-tetraessigsaure . xi 100 
( 
Aus der Inhibierung der Schweineleber-Esterase durch Komplex- ; 
bildner schlossen wir, dafB fiir die Wirksamkeit der Schweineleber- F 
Esterase ein Metall notwendig ist. AuBerdem nahmen wir aus Analogie- ) 
griinden zu anderen Enzymen an, daB bei der Dialyse gegen Phosphat- k 
puffer das Metall aus dem Enzym entfernt wird. - 
Die Inaktivierung des Enzyms lieBe sich dann so erklaren: Z 
Durch die Dialyse wird das Metall aus dem aktiven Bereich des 7 


Enzyms entfernt und dieser verindert sich irreversibel, so daB eine Qi 
Reaktivierung nicht mehr eintreten kann. Trifft dies zu, mwBte zwischen |p, 


dem Metallenzym und dem Metallion ein Gleichgewicht bestehen, das 
durch die Dialyse zugunsten der Dissoziation verschoben wird, da das 
Metall dem Gleichgewicht innerhalb der Membran entzogen wird. 


Gibt man wahrend der Dialyse in der AuBenlésung verschiedene Metall- 
salze zu, so muB die Aktivitat erhalten bleiben, wenn das urspriinglich 
vorhandene Metall angewendet wird. Das Gleichgewicht diirfte dann 
nicht verschoben werden. 


10-5 molarer Lésung zum Phosphatpuffer zu und maBen die Abnahme 
der Aktivitat!. Tab. 3 zeigt das Ergebnis mehrerer Versuchsreihen. Wir 
haben nicht die Aktivitat angegeben. sondern diese auf die Anfangs- 
aktivitat bezogen, um vergleichbare Ergebnisse zu bekommen. Man 
sieht, daB drei Metalle die Aktivitét gréBtenteils erhalten, und zwar 
Kobalt, Nickel und Silber. 


Abb. 2 wurde die Aktivitat gegen die Dialysezeit aufgetragen. Auch 


nur ein Metall hatte wirksam sein sollen. Die Konstanthaltung der F 


die eine Hemmung durch Silberionen ergaben. 





Metallenzym = Enzym + Metallion 
(Entfernung durch Dialyse) 


Auf Grund dieser Annahme kamen wir zu folgender Uberlegung: 


Wir setzten nacheinander die in Tab. 3 aufgeftihrten Metalle in 


AuBerdem maBen wir die zeitliche Abnahme der Aktivitat. In Akt 


af 
hier erkennt man deutlich, daB bei der Dialyse gegen Kobalt-, Silber-* > 
und Nickel-Lésung die Aktivitat nahezu konstant bleibt, wihrend sie bei a 
Kupfer, Calcium, Eisen(III) und reinem Puffer staéndig abnimmt. Dieses Shas 
Ergebnis war fiir uns recht iiberraschend, weil nach unserer Annahme sal 


baiasiitiacuas WNZ' 
* Die Silberionenkonzentration ist hier viel geringer als bei den Versuchen, f an k 
meta 
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Tab. 3. Dialyse gegen 10-5m Metallsalzlésungen in m/15 Phosphatpuffer, py 7 
(72 bis 120 Stdn.). 
Mittelwerte aus 6 bis 17 Versuchen. Prozente der Anfangsaktivitat 100-7¢/v, 
(vt = Endaktivitaét; vy — Anfangsaktivitat). 








oe o” d. Anfangs- Anzahl 
Metall aktivitat der Versuche 

MI AMIRGMIRENE chest sac, | dar, wie ws 5,3 7 
MONRO, Ss wk 3,8 14 
RMD sia) Fe es oe? Sie. Sule Re 0.8 15 
Cig TS Be ee ee ae 4,9 8 
GV ee ee re 1,6 8 
PIMNGMAD So a a eh een 4,3 16 
POPONEree eos fie 6 gh GO AO ed 5,3 6 
MCT IS eh. reeves Mm, ad nak 85 17 
POS MRS Sm OAP logge Bor Ac 8 og 56 16 
Kupfer eae ahd ye aren aa 5,1 15 
OT Sy a ea aa a a a0 6 
CLD aS a ce 78 16 
NEIIR IND 3 ig 6.0 7 
ieckemmen(Gd). . 2 6 oS oa ea 6,9 7 
Hea! a a ar 3,0 3 

















Abb. 2. Abhangigkeit der Inaktivierung der Schweineleber-Esterase durch Dialyse 
gegen Metallsalz-Puffer-Lésungen von der Zeit. 


Aktivitat durch drei Metalle 14Bt sich wohl am besten dadurch erkliren. 
da®B sich Kobalt, Nickel und Silber gegenseitig austauschen und diese 
drei Metalle fiir die Aktivitat der Esterase wirksam sind, ahnlich wie bei 
den Enzym-Metall-Komplexen mehrere Metalle aktiv sein kénnen. Im 
Gegensatz zu diesen laBt sich die Schweineleber-Esterase aber nicht 
reaktivieren, so daB diese vielleich zwischen den Metallenzymen und 
Enzym-Metall-Komplexen steht. Da die Leber verhiltnismaBig reich 
an Kobalt ist, ist dieses Metall wahrscheinlich das natiirliche Ferment- 
metall der Schweineleber-Esterase. 
10* 
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Die Vergleichslésungen, die wir unter denselben Bedingungen, nur 
ohne Dialyse, stehen lieBen, veriinderten sich kaum. Das Entscheidende 
bei unserer Methode muB also die Dialyse sein, die das oben angegebene 


Gleichgewicht verschiebt (,,Austauschdialyse*‘). 


Um unsere neue Methoide auf eine allgemeinere Anwendung hin zu 
priifen und um unser bei der Schweineleber- Esterase erhaltenes Ergebnis 


zu stiitzen, wandten wir sie auch auf die Hefe-Alkoholdehydro- 
genase (ADH) an. Von dieser ist bekannt, daB sie ein Zink-Metall- 
enzym ist’. 

Durch Dialyseversuche gegen verschiedene Phosphatpuffer fanden 
wir die stairkste Abnahme der Aktivitaét bei pa 5.4. Bei diesem pu-Wert 
dialysierten wir eine verdiinnte ADH-Lésung gegen 2.5 « 10~-°m Metall- 
salzl6sungen. 

Tab. 4. Aktivitét der Hefe-Alkoholdehydrogenase nach 120stdg. Dialyse gegen 
2,5 x 10-5m Metallsalzlésungen. 


0% d. Anfangsaktivitét wie in Tab. 3. 








Metall o% d. Anfangsaktivitat sai orient % d. 
Anfangsaktivitat 
Magnesium . l 88 
Aluminium . | 89 
Calcium bi ee ike 3 IZ 
CNC re 3 a3 
Mangan I 79 
Kobalt | 91 
Nickel Bn tag is, es ] 95 
1's Ea ere ee ee 20 94 
Cadmium ...... ~ |] 9 








In der Tabelle sind die Prozente der Anfangsaktivitaét nach 120stdg. 
Dialyse gegen 2,5 « 10-°m Metallsalzlosungen sowie die Vergleichswerte 
ohne Dialyse angegeben. Diese blieben bis auf Cadmium fast konstant. 
Cadmium reagiert mit freien SH-Gruppen und hemmt dadurch die 
ADH®. Unsere MeBergebnisse lassen sich also nur durch Dialyse erklaren. 


Auch bei der Dialyse gegen Zinklésung — also gegen das Metall. 
das im Enzym enthalten ist hat die Aktivitét abgenommen, aber 


bedeutend weniger als bei den anderen Metallen. Besonders deutlich geht 
dies aus Abb. 3 hervor, in der die zeitliche Abnahme der Aktivitat dar- 
gestellt ist. Calcium, Chrom, Aluminium und Cadmium erhalten die 
Aktivitat nur bis zu 40 oder 50 Stunden, wahrend sie beim Zink erst 
nach 90 Stunden abzunehmen beginnt. Aber auch dann ist die Aktivitats- 
abnahme noch viel geringer als bei der Dialyse gegen andere Metall- 
salzlésungen. 


5 B.L. Vallee u. F. L. Hoch, J. Amer. chem. Soc. 77, 821 [1955]. 
6 K. Wallenfels u. H.Sund, Biochem. Z. 329, 17 [1957]. 
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Abb. 3. Inaktivierung der Hefe-Alkoholdehydrogenase als Funktion der Zeit. 
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Unser Ergebnis bei der Dialyse der Hefe-Alkoholdehydrogenase 
gegen Metallsalzlésungen zeigt, daB sich unsere neue Methode zur Be- 
stimmung des Metalls in einem Enzym nicht nur auf die Esterase an- 
wenden laBt. Wir bemiihen uns daher, sie weiter auszuarbeiten und 
mit ihrer Hilfe andere Enzyme zu untersuchen. 


Beschreibung der Versuche 
Knzyme 
Zu den Messungen wurde Schweineleber-Esterase nach Rosengart u. a? 
aus Trockenpulver hergestellt. Die spezif. Aktivitat betrug 75—100 E/mg. 
Die Hefe-Alkoholdehydrogenase bezogen wir von der Firma C. F. Boehringer 
& Séhne. Sie hatte eine Wechselzahl von 10—20000. 


Chemikalien 

Die m/15 Phosphatpuffer wurden aus KH,PO, und Na,HPO4q2H,O nach 
Sorensen (Merck) angesetzt. 

Von den Metallsalzlésungen stellten wir uns durch Einwaage 10-2m Loésungen 
her und verdiinnten sie entsprechend. 

Fiir simtliche Versuche nahmen wir in einer Quarzapparatur doppelt destil- 
liertes Wasser. 

Bestimmung der Esteraseaktivitat 

0,1 m/ Buttersauredthylester wurden in 100 m/ Wasser gelost und auf pH 8 
mit 0,02n NaOH neutralisiert. In diese Lésung wurde das Enzym einpipettiert 
und 30 Min. durch Zugabe von 0,02n NaOH bei py 8 gehalten. Der py-Wert 
wurde mit Hilfe einer Glaselektrode gemessen, durch Rithren wurde fiir schnelle 
Kinstellung des py-Wertes gesorgt (vgl. |. c.7). Die Bestimmungen wurden bei 25° 
ausgefiihrt. Als Aktivitatseinheiten geben wir die in 30 Min. verbrauchten ml 
0,01n NaOH an. Unsere Bestimmungsmethode wurde nach der von Harrer und 
King® verwendeten ausgearbeitet und liefert dieselben Ergebnisse. 

Die Aktivitat war von der zugegebenen Estermenge im Bereich von 0,02 bis 
0,5 ml unabhangig. Mit der Enzymmenge nahm sie proportional zu. 


* J. Burch, Biochem. J. 58, 415 [1954]. 
* C.J. Harrer u. C.G. King, J. biol. Chemistry 138, 111 [1941]. 
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Inhibierung 


Die eingewogenen und in Saure bzw. Lauge gelésten Komplexbildner wurden 
entsprechend verdiinnt und auf py 6 neutralisiert. Nach Zugabe des Enzyms 
lieBen wir die Lésung 30 Min. stehen, bevor wir den Ester zugaben und anfingen 
zu messen. Den py-Wert hielten wir durch Zugabe von 0,02n Natronlauge wahrend 
der Messung auf pp 6. Der Blindwert bei py 6 war etwa 10—20% kleiner als der 
bei po 8 gemessene. 

Die Bestimmung der Inhibierung durch Metalle wurde in derselben Weise 
durchgefiihrt. 


Bestimmung der Hefe-Alkoholdehydrogenase-Aktivitat 
Die Aktivitat der ADH wurde durch Messung der Hydrierungsgeschwindig- 
keit von DPN im Spektralphotometer von Zeiss, Jena, bei 366 mu bestimmt. Alle 
Messungen wurden im Phosphatpuffer py 8 bei einem Gesamtvolumen von 3 ml 
und 1 em Schichtdicke durchgefiihrt. Nach dem Start mit ADH wurde die Zcit 
gemessen, in der die Extinktion um ein iE von 0,1 zugenommen hatte. 
Testansatz: 2,852 ml m/15 Phosphatpuffer nach Sérensen; 0,03 ml 
Alkohol, 96proz.; 0,05 ml 0,0151m DPN-Lésung (DPN Boehringer reinst); 0,03 ml 
Im Semicarbazid-hydrochlorid; 0,018 ml 2n KOH; 0,02 ml Enzymlosung. 


Dialysemethode 

Zu unseren Dialyseversuchen verwendeten wir Ceilophanpapier (Nr. 300, 
farblos, der Firma Kalle & Co. AG) oder Cuprophanpapier (Nr. 15 der J. P. Bem- 
berg-AG). Das Papier wurde in Quadrate von 12 cm Kantenlange zerschnitten. 
Diese wurden zur Entfernung von Schwermetallspuren (Cu) zweimal mit doppelt 
dest. Wasser auf dem Wasserbad 30—60 Min. erhitzt, dann dic gleiche Zeit bei 
Zimmertemperatur gewassert und anschlieBend mehrere Stdn. in den spater ver- 
wendeten Phosphatpuffern aufbewahrt. Die so vorbereiteten Membranen wurden 
zur Dialyse iiber einen kleinen Glaskafig gespannt. 

Die Enzymlésung wurde durch Verdiinnen der Stammlésung (Esterase 1:95 
bis 1:10, ADH 1:300) mit den Metallsalz-Puffer-Loésungen hergestellt. 5 ml der 
Enzymloésung wurden in die Membranen eingefiillt und bei 10—12° (Esterase) bzw. 
1—3° (ADH) gegen 11 m/15 Pufferlosung + 10-> bzw. 2,5 x 10-5m Metallsalz- 
lésung, die mechanisch geriihrt wurde, dialysiert. Wir setzten stets mehrere Ver- 
suche zur gleichen Zeit an und stellt-n in allen Becherglasern die gleiche Riihr- 
geschwindigkeit ein. Bei der Esterase benutzten wir hierzu eine gemeinsame 
rotierende Welle. Nach jeder Messung wurde innen und auBen auf gleiches Niveau 
geachtet, um keine Verdiinnungseffekte zu bekommen. Die Dialyse wurde so lange 
fortgesetzt, bis eine Fermentlésung inaktiv war. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode beschrieben, um durch Dialyse von Ferment- 
l6sungen gegen phosphatgepufferte Metallsalzlésungen das aktive Metall- 
ion zu bestimmen. Bei Schweineleber-Esterase ist die Inaktivierung mit 
Kobalt-, Nickel- und Silber-Lésungen am geringsten; diese Metallionen 
sind also in der Esterase aktiv. Das natiirliche Fermentmetall diirfte 
das Kobalt sein. Der bereits bekannte Zinkgehalt der Hefe-Alkohol- 
dehydrogenase lieB sich auch durch Dialyseversuche bestiatigen, wo- 
durch die Brauchbarkeit unserer Methocde erwiesen wurde, 
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Summary 


A method for the determination of active metal ions by dialysis 
of enzyme solutions against phosphate buffered metal salt solutions is 
described. In the case of pig liver esterase, the inactivation is lowest 
with cobalt, nickel and silver solutions. These metal ions are therefore 
active in the esterase. The natural co-metal of the enzyme seems to 
be cobalt. The already known zine content of yeast alcohol dehydro- 
genase was confirmed by dialysis experiments, thus proving the use- 
fulness of our method. 
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Untersuchung von O,-freien Dekokten aus tierischen Organ-, 
Driisen- und Muskelgeweben auf generative Wirksamkeit 
in Kontakt mit Anabiosezellen 
Von 
F, Windisch, W. Nordheim und W. Heumann 


Aus dem Bereich Zellphysiologie (Direktor: Prof. Dr. F. Windisch) des Instituts fiir Medizin und 
Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin und der Universitits-Hautklinik 
der Charité, Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. September 1958) 


In Anoxybioseversuchen auf anabiotischer Grundlage gelangten 
wir zu der Feststellung!, daB in Dekokten aus Krebs- und Hefezellen 
ein thermostabiles Wirkungsprinzip enthalten ist, das die Fahigkeit 
besitzt, anoxybiotisch hervorgerufene Cytostase bei mycetischen Test- 
zellen — unter Einhaltung streng anaerober Bedingungen? — weit- 
gehend aufzuheben, kraftige Proliferation auszulésen und auch sonstige 
endergonische Reaktionen wieder in Gang zu setzen, z. B. den Phosphat- 
wechsel vom Medium ins Zytoplasma, der anabiotisch sistiert ist?. Bisher 
gelang nur die Reaktivierung von Anabiosezellen durch erneute und aus- 
reichende Zufiihrung von Sauerstoff*. Die anoxysynthetisch reagierenden 
Zellkochsafte tiben hiernach im Energieleitsystem gewissermaBen eine 
O,-substituierende Wirkung aus und vermégen demzufolge bis zu einem 
gewissen Grade die respiratorische Funktion der endergonischen Reak- 
tionskoppelung zu iibernehmen. Mit Garung und Glykolyse indessen 
besteht keine Identitat, da erstens die beiden Zuckerspaltungsprozesse 
in der Anabiose bzw. Anoxybiose biosynthetisch unwirksam sind und 
zweitens Versuche mit DPN, dem essentiellen Coenzym der Triose- 
Dehydrierung, einen negativen Anabiosetest ergeben haben®. Nach Auf- 
deckung der nicht-glykolytischen Potenz von anoxygener Energie- 
bildung durch Krebs- und Hefekochsiéfte war es weiterhin von zell- 

j———- 

1 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, diese Z. 306, 195 [1957]; 
F. Windisch, W. Heumannu. W. Nordheim, Z. Naturforsch. 12b, 348 [1957]; 
F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Z. Krebsforsch. 62, 423 | 1958}. 

2 F. Tédtu. G. Teske sowie F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, 
(Gemeinschaftsarbeit), Biochem. Z. 323, 192 [1952]. 

3 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Schweiz. Z. allg. Pathol. 
u. Bakteriol. (im Druck). - 

4 F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Z. Naturforsch. 8b, 305 
[1953]. [ 

> F. Windisch, W. Heumann, W. Nordheim u. U. Gerhardt, Z. Natur- 
forsch. 13b, 822 [1958]; F. Windisch, H. Kerner, W. Schacht, W. Nordheim n 
u. W. Heumann, Arch. Geschwulstforsch. 14, 80 [1958]. 
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physiologischem Interesse, die anabiotische Wirkungsfahigkeit von 
tierischen Organ-, Driisen- und Muskelgeweben in Form von Koch- 
extrakten zu tiberpriifen. 

Bei den Versuchsansitzen gingen wir so vor, daB wir aus den 
exzidierten Organen, Driisen und Muskelfleischteilen von Schwein bzw. 
tind nach bekannter Methode® waBrige Kochausziige herstellten und 
diese alsdann — unter Wahrung strengster anaerober Bedingungen 
(galvanometrische O,-Spurenkontrolle nach Tédt’) — auf anabiotische 
Garungszellen (Saccharomyces carlsbergensis) einwirken lieBen. Wahrend 
der anaeroben Reaktivierungsperiode wurden die KultivierungsgefaiBe 
in gasdicht verschlossenen, mit Reinststickstoff beschickten Sammel- 
behaltern aufbewahrt. Wenn kein Zellwachstum mehr zu verzeichnen 
war, was allseits nach spatestens 8 Tagen zutraf, wurde die Endzellen- 
zahl, umgerechnet auf Zellen/mm*, mit Hilfe der Zeiss-Thoma-Zahl- 
kammer ermittelt. 

Aus der nachfolgenden Tabelle ist das jeweilige Auftreten bzw. 
Ausbleiben eines anoxygenen Proliferationseffektes zu entnehmen. Hier- 
bei erscheint es uns vorlaufig noch nicht berechtigt, aus den festgestellten 
unterschiedlichen Vermehrungsquoten der einzelnen Arten von Koch- 
extrakten quantitative Aussagen zu machen. Dazu bedarf es der Iso- 
lierung der wirksamen Cofaktoren aus dem betreffenden Tiermaterial, 
mit welcher Aufgabe wir zur Zeit beschaftigt sind. 

Anabiotische Aktivitatspriifung von O,-freien Dekokten aus verschiedenartigen 
Rinder- und Schweinegeweben. 











Die den Anabiotische Testzellen, 

Dekokten teaktivierungspassage Zellenzahl/mm?* 

zugrunde : : 

liegenden tind Schwein 

Gewebearten Anfang Ende Anfang Ende 
Gallenblase . . 800 12000 500 15000 
Were «ss. s 700 13000 600 15000 
OUR. i. & « 400 17000 900 15500 
a 700 14000 600 16000 
EP ay ee ee 800 10000 600 13500 
eet GS-6 500 13.000 700 13000 
WES 3: 5. 4% 500 12000 800 11500 
DHPC 66s x 900 20000 500 17000 
ae 700 18000 600 14000 
DHGPER <4. ss 500 19000 500 13000 
Pankreas. . . . 606 19000 700 18500 
Modem. 56. 3 900 22000 on 
Muskelfleisch — . 800 unverandert 700 unverandert 
Nullprobe . . . 600 unverandert 800 unverandert 











6 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Z. Krebsforsch. 62, 423 
[1958 ]. 

7 F. Tédt, Die elektrochemische Sauerstoffmessung und Konzentrations- 
messung anderer oxydierender und reduzierter Stoffe durch galvanische Modell- 
elemente, Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 1958. 
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Wie zuerst in Krebs- und Hefekochsaéften von uns nachgewiesen, 
zeichnet sich vorliegend als ebenso eindeutiger Befund ab, daB auch in 
Dekokten aus tierischen Organ- und Driisengeweben (Rind, Schwein) 
Wirkstoffe enthalten sind, welche anoxybiotisch den durch O,-Entzug 
eingetretenen Zustand der Cytostase aufheben und gleichzeitig aus- 
gepragte Proliferation, d.h. also Biosynthese hervorrufen, was sonst 
nur durch erneute ausgiebige Versorgung mit Sauerstoff erreicht werden 
kann. Kochextrakte aus Muskelfleisch der beiden Tierarten (Rind, 
Schwein) haben sich als anabiotisch unwirksam erwiesen; dieses Ergebnis 
steht mit friiheren Untersuchungen von uns, die an gleichartigem Ratten- 
gewebe (Muskelfleisch) vorgenommen wurden, in bemerkenswerter 
Ubereinstimmung’. Inzwischen klarten wir weiter auf, daB es sich bei 
den Anoxysynthese auslésenden Wirkstoffen um_ elektronen-iiber- 
tragende Cofaktoren handelt®. Einzelne davon, die einer bestimmten 
Stoffklasse (Phosphatide, ungesittigte Fettsiuren) angehéren, konnten 
wir kiirzlich isolieren!®. 

Das tierische Gewebsmaterial erhielten wir aus den GroB-Berliner Schlacht- 
héfen. Wir méchten an dieser Stelle Herrn Cheftierarzt Dr. med. vet. Papke und 
seinen Mitarbeitern fiir die vielfache Unterstiitzung bestens danken. 


Zusammenfassung 
Wie O,-freie Kochsifte aus Krebsgewebe oder Hefezellen vermégen 
auch die Kochsaifte aus verschiedenen tierischen Geweben (Rind, 
Schwein) die durch Sauerstoffmangel hervorgerufene Cytostase von 
Hefezellen aufzuheben und lebhafte Zellteilungen hervorzurufen. Nur 
Extrakte aus Skelettmuskel besitzen diese Fahigkeit nicht. 


Summary 


As formerly established, O,-free decoctions of cancer tissues and 
yeast cells contain biological agents, which abolish anoxybiotic cytostasis 
and induce vigorous proliferation without assistance of oxygen. Further 
it is shown here, that decoctions of animal organs and glands (bovine, 
pig) are also able to produce the same effect. Extracts of skeletal muscle 
are without anabiotic reactivating efficacy. 

8 F. Windisch, W. Heumann u. W. Nordheim, Z. Naturforsch. 12b, 348 
[1957]. 

9 F. Windisch, H. Haehn, W. Nordheim u. W. Heumann, Natur- 
wissenschaften 45,190 [1958]; F. Windisch, H. Haehn, W. Nordheim u. 
W. Heumann, Z. Naturforsch. 13b, 630 [1958]. 

10 KF, Windisch, U. Gerhardt, W. Nordheim, W. Heumann u. H. 
Kerner, Z. Krebsforsch. 62, 568 [1958]. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, IIE 
Vitamingehalt von Kéniginnen- und Arbeiterinnefuttersaft? 
Von 


Franz Lingens und Heinz Rembold 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Tiibingen und dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, 
Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1958) 


Bei der Untersuchung der wasserléslichen Anteile von Bienenfutter- 
siiften, die zur Isolierung eines fiir den Weiselzellenfuttersaft charakte- 
ristischen Pterins und zu seiner Identifizierung als 2-Amino-4-hydroxy- 
6-[1.2-dihydroxy-propyl]-pteridin (,,Biopterin®) fiihrte’, haben wir 
auch den Gehalt des Futtersaftes an einigen Vitaminen bestimmt und 
ihn mit dem von KO6niginnenaltmaden- und Arbeiterinnenfuttersaften 
verglichen. 

Nach Untersuchungen v. Rheins*® ist zu unterscheiden zwischen 
dem K6niginnen-Jungmaden-Futtersaft, der die Entwicklungsbereit- 
schaft der jungen Bienenlarven zu Koniginnen bewirken soll, und dem 
Koniginnen-Altmaden-Futtersaft, der fiir die Determination der so 
gefiitterten Maden zu Koniginnen verantwortlich gemacht wird. Fiir 
unsere Untersuchungen verwendeten wir den frischen Futtersaft von 
3tigigen und von 5tigigen K6niginnenlarven, der als ,,Weiselfutter* 
bzw. als ,,Altmadenfutter bezeichnet wird, sowie den Futtersaft von 
3tagigen Arbeiterinnenlarven. Alle Futtersafte wurden in den Monaten 
Juni und Juli gesammelt und zumeist gleich nach der Entnahme aus den 
Zellen bis zur Aufarbeitung bei + 4° gehalten; einige Futtersaftproben, 
die wenige Tage bei -+ 20° gestanden hatten, zeigten gegeniiber den 
kithl aufbewahrten keine Anderungen im Vitamingehalt. 


Methodik und Ergebnisse 
1. Mikrobiologische Pantothenséiure-Bestimmung 

Da cin enzymatischer AufschluB des Materials mit Papain und 
Diastase keinen EinfluB auf den Pantothensiure-Gehalt hatte, arbeiteten 
wir ohne AufschluB. 

50 mg Futtersaft wurden 3mal mit 5 cm* Wasser verriihrt und filtriert, der 
Riickstand wurde mit Wasser nachgewaschen. Der Extrakt wurde auf 100 em® 
aufgefiillt, so daB 1 cm® Lésung das Aquivalent von 0,5 mg Futtersaft an Panto- 
thensiure enthielt. Als VersuchsgefaBe dienten Reagenzgliiser fiir mikrobiologische 
Arbeiten, die durch Kapsenberg-Kappen verschlossen waren. Wir erginzten 
IT. Mitteil.: A. Butenandt u. H. Rembold, diese Z. 311, 79 [1958]. 
Vel. Dissertation H. Rembold, Stuttgart, 1957. 
3 W. v. Rhein, Insectes Sociaux 3. 203 [1956]. 
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4cm?® Acetatmedium nach Teply und Elvehjem!* nach Zusatz des Standards 
(8; 6; 4; 2; 1 und 0 my Pantothensiure) bzw. des Extraktes (0,8; 0,4 und 0,1 cem®*) 
mit Wasser auf 6 cm? und sterilisierten 15 Min. im Dampf bei 100°. Jede Konzen- 
tration wurde dreifach angesetzt und mit Lactobacillus arabinosus 17/5 beimpft, 
der in mehreren Passagen in Acetatmedium unter Zusatz von 6 my Pantothen- 
siure geziichtet war. Nach I8stdg. Bebriiten bei 37° wurden die Roéhrchen auf- 
geschiittelt und die Wachstumswirkung durch Triibungsmessung mit dem licht- 
elektrischen Kolorimeter nach B. Lange bestimmt. 

Die erhaltenen Pantothensiure-Werte aus verschiedenen Futter- 
saftproben zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Pantothensaéuregehalt von Bienenfuttersiften in y/g Frischsubstanz. 























Probe Nr. l 2 3 4 5 
Weiselfutter Pantothensaure 132 104 200 125 135 
Probe Nr. 6 | 8 
Altmadenfutter | Pantothensiure 58 55 36 
Probe Nr. ) 10 11 12 13 
se Pantothensaure 30 26 46 30 43 
utter 


Nach Untersuchungen von Kaplan und Lipmann® enthalt der 
Weiselfuttersaft kein Coenzym A, wohl aber, wie wir durch papier- 
chromatographischen Vergleich in wassergesaitt. n-Butanol feststellen 
konnten, Adenosin und andere Adeninderivate. Eine quantitative 
Bestimmung des Gesamt-Adeningehaltes nach Marshak und 
V ogel® ergab fiir eine Probe Weiselfuttersaft 3,5 mg, fiir Arbeiterinnen- 
futtersaft 3,0 mg/g Frischsubstanz. Beim Bespriihen der Papierchromato- 
gramme mit dem Molybdat-Reagenz von Hanes und Isherwood’ 
konnte in allen Fallen anorganisches Phosphat nachgewiesen 
werden. Im Rahmen dieser Untersuchungen priiften wir den Weisel- 
zellenfuttersaft auch auf das Vorkommen von Pantethein (Bulga- 
ricus-Faktor). einem héheren Konjugat der Pantothensaure. 

Der waBrige Extrakt von 10-20 mg Futtersaft wurde als 3cm_ breiter 
Streifen auf Papier 2043b von Schleicher & Schill aufgetragen, als Vergleich 
diente synthetisches Pantethein der Fa. Bohringer, Ingelheim, und Ca-Panto- 
thenat. Nach Entwickeln mit wassergesitt. n-Butanol wurde das Papier an der 
Luft getrocknet und in 3.cm breite und 1 cm hohe Streifen zerschnitten. Jeder 
Streifen wurde in Kapsenberg-RG6hrchen mit 6 cm* Acetatmedium sterilisiert und 
mit Lactobacillus helveticus V/80° beimpft. Dieser Stamm ist geeignet zum Nach- 
weis von Pantethein und spricht auf Pantothensaure nur in hohen Konzentrationen 
an. Nach 4&stdg. Bebriiten’ bei 37° wurden die Roéhrchen aufgeschiittelt, die 
Papierstreifen entfernt und die Triibung gemessen. Wahrend bei den Vergleichs- 
substanzen starkes Wachstum beobachtet wurde, war beim Weiselfutter das Kr- 
gebnis in jedem Falle negativ. 

Pantethein ist somit im Weiselzellenfuttersaft nicht enthalten. 


'L.J.Teply u. ©. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 157, 303 [1945]. 
> N.O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
6 A. Marshak u. H. J. Vogel, J. biol. Chemistry 189, 597 [1951]. 
C.S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
8 EK. Kitay u. KE. E. Snell, J. Bacteriol. 60, 49 [1950]. 
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2. Mikrobiologische Biotin- Bestimmung 


Der fiir die Pantothensiéiure-Bestimmung verwendete Extrakt 
wurce in gleicher Konzentration fiir die Bestimmung von Biotin ein- 
gesetzt. 

Als Nahrlésung diente wieder Acetatmedium, jedoch wurden statt verdautem 
Casein ,,Vitamin free Casamino Acids‘t von Difco verwendet. Pro 500 em? 
Losung wurden 5 g NaCl und 3 g (NH,).SO, zugesetzt. Standarddosen: 0,6; 0,4; 
0,2; 0,1 und 0 my Biotin, Extrakidosen 0,5; 0,2 und 9,1 em’. Es wurde mit Lb. 
arabinosus 17/5 beimpft und 24 Stdn. bei 37° bebriitet. Die Wachstumsrate wurde 
wie bei der Pantothensaiure-Bestimmung ermittelt. 


Die erhaltenen Biotin-Werte zeigt Tab. 2. 
) 


Tab. 2. Biotingehalt von Bienentuttersaften in y/g Frischsubstanz. 
5 V1> 








Weiselfutter Altmadenfutter Arbeiterinnenfutter 
Probe Nr. l 4 2 4 5 6 
Biotin 4,0 3,6 0 4,0 2,5 33 








3. Mikrobiologische Folsiure-Bestimmung 


50 mg Futtersaft wurden in 1 cm® I proz. Natriumacetatlisung (py 4,5—-4,7) 
suspendiert, mit 2 mg Diastase (Merck) in 0,2 cm? Wasser versetzt und unter 
Toluol wahrend 24 Stdn. bei 37° gehalten. Nach 15 Min. langem Sterilisieren im 
Dampftopf bei 120° wurde filtriert und auf 10 cm’ verdiinnt: 5 mg Futtersaft/em?. 
Als Nahrlésung diente das Folsiure-Medium nach Wiss®. Standarddosen: 2,5; 
1,5; 1,0; 0,5; 0,25 und 0 my Folsaure. Extraktdosen: 1,0; 0,5 und 0,25 cm. Es 
wurde mit Streptococcus lactis R 183—20 Stdn. bei 37° bebriitet. Weitere Behandlung 
wie bei der Pantothensaure- Bestimmung. 


Tab. 3 gibt die erhaltenen Folsiure-Werte wieder, beim Weisel- 
futtersaft auch die ohne vorherigen enzymatischen AufschluB erhaltenen 
Ergebnisse. 


Tab. 3. Folsiuregehalt von Bienenfuttersiften in y/g Frischsubstanz. 





Probe Nr. ] 2 3 4 
bs Folsiure = 
Sse i 0,05 0.04 17 0,22 
Weiselfutter ities Aantal ),05 05 O17 ; 
ac Jiastase - ¥ = P . 
. ge Pee “' 0,30 0,55 0,33 0.34 
Probe Nr. 5 6 7 
Altmadenfutter Folsiure 0,10 0,25 0,16 
Probe Nr. 8 if) 10 
— Folsiure OL | 0.25 | 017 

















® O. Wiss, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 4, 191 [1951]. 
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Diskussion der Ergebnisse 

Wahrend der Gehalt des Weiselzellenfuttersaftes an Vitaminen 
schon wiederholt untersucht worden ist, liegen beim Arbeiterinnenfutter- 
saft nur sparliche Angaben dariiber vor. Haydak und Vivino?® unter- 
suchten das Futter verschieden alter Arbeiterinnenlarven und ermég- 
lichten damit erstmals einen quantitativen Vergleich zwischen Weisel- 
und Arbeiterinnenfuttersaft. Lhre Ergebnisse sind in Tab. 4 mit den 
Angaben der Literatur iiber den Vitamingehalt des Weiselfuttersaftes 
zusammengestellt. 


Tab. 4. Vitamingehalt von Bienenfuttersaften. 








— Arbeiterinne orsaft 
Vitamin W eiselfuttersaft : aoe 
»/g Frischsubstanz!" rie f j 
: 1—2 Tage alt | 3—5 Tage alt 
Thiamin. .... 1,2—18 1,3 1;2 
Riboflavin... . 6—28 1 ry 10,8 
Pyridoxin 2,2—50 - 
Nicotinsiure . . . 48—125 100 52 
Pantothensaure. 110—-320 147 20 
Loe ae 1,6—4,1 — 7 
Folsiure..... 0,16-—0,5 == 
LS ee eae 78 —150 - 











Auffallend ist der absolut und im Vergleich zum Arbeiterinnen- 
futtersaft hohe Pantothensdiuregehalt des Weiselfutters. Pearson 
und Burgin?, die zuerst auf den hohen Pantothensduregehalt des 
Weiselfutters aufmerksam machten, vermuteten in diesem Vitamia 
einen Faktor, der fiir die Entwicklung der Larven zu Koniginnen ver- 
antwortlich ist. Gardner® fand bei Fiitterungsversuchen an der Tau- 
fliege (Drosophila melanogaster) eine deutlich lebensverlangernde Wirkung 
der Pantothensaure und schloB daraus auf einen gleichen EinfluB bei der 
Bienenkénigin. Wie weit diese Uberlegungen berechtigt sind, werden 
— fuBerst schwierig durchzufiihrende — systematische Versuche an 
Bienenlarven zeigen kénnen. 

Unsere Pantothensdiure-Bestimmungen (Tab. 1) zeigen, dab 
diesem Vitamin in der Tat eine besondere Aufgabe zukommen kann: 
Der Weiselfuttersaft, also die Nahrung der K6niginnen-Jungmaden, 
10 M. H. Haydak u. A. E. Vivino, Ann. Entomol. Soc. Am. 48, 361 [1950]. 
11 R.M.Melampy u. D. B. Jones, Proe. Soc. exp. Biol. Med. 41, 382 
[1939]; M.H. Haydak u. L.S. Palmer, J. econ. Entomol. 38, 296 [1939]; 
P. H. Pearson u. C.J. Burgin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 415 [1941]; 
V. H. Cheldelin u. R.J. Williams, Univ. Texas Pub. No. 4287, 105 [1942]; 
V. Kocher, Beih. Schweiz. Bienenz. 1, 155 [1942]; G. Kitzes, H. A. Schuette 
u. C. A. Elvehjem, J. Nutrit. 26, 241 [1942]. 

12 P.H. Pearson u. C.J. Burgin, 1. c.1. 
13:'T.S. Gardner, J. Gerontol. 3, 1 [1948]. 
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enthalt im Mittel die etwa 2!,fache Menge an Pantothensiure gegeniiber 
dem Altmadenfuttersaft und die etwa 4fache Menge gegeniiber Cem 
Arbeiterinnenfutter, wahrend Biotin in allen drei Futtersorten in fast 
gleicher Konzentration vorliegt (Tab. 2). 

Deutliche, wenn auch weniger ausgepragte Unterschiede zeigen sich 
auch im Folsdure-Gehalt der Bienenfuttersaifte (Tab. 3). Wegen der 
groBen Bedeutung dieses Vitamins als Vorstufe der Folinsiure und damit 
fiir den C,-Stoffwechsel, ist bemerkenswert, daB es im Weiselfutter in 
etwa doppelt so hoher Konzentration wie in den anderen Futtersaften 
enthalten ist. Es sei daran erinnert, daB die K6niginnenlarven ein be- 
sonders starkes Wachstum zeigen; ihr Gewicht nimmt in 7 Tagen von 
| mg beim Schliipfen auf etwa 300 mg bei der Verpuppung zu. 

Um zu prifen, ob die mikrobiologisch ermittelten héheren Folsiure- 
werte des Weiselfutters durch eine synergistische Wachstumswirkung des 
im Weiselfutter vorhandenen Biopterins bedingt sein kénnten, wie es 
beim Protozoon Crithidia fasciculata festgestellt wurde!, haben wir beide 
Verbindungen getrennt und als Gemisch in ihrer Wachstumswirkung 
an Streptococcus lactis R getestet, konnten aber dabei keine ausgepragte 
Wirkung des Biopterins feststellen. Ein Vergleich der Futtersafte ver- 
schiedenen Alters untereinander zeigt, Caf der Vitamingehalt des 
Koniginnen-Altmaden-Futtersaftes mehr dem des Arbeiterinnenfutters 
entspricht. 

Bei der Uberlegung, ob die festgestellten Unterschiede im Vitamin- 
gehalt von Koniginnen- und Arbeiterinnen-Jungmaden-Futtersaft einen 
EinfluB auf die Determinierung der jungen Maden zu Koniginnen haben 
kénnen, darf der Unterschied in der Futtermenge nicht unberiicksichtigt 
bleiben. In der Arbeiterinnenzelle findet man im Durchschnitt nur 
1,7 mg Futtersaft!®, wahrend die Kéniginnenlarve mit durchschnittlich 
325 mg?® mehr Futter angeboten bekommt, als sie aufnehmen kann. 
Dadurch werden die Unterschiede der beiden Futter im Vitaminangebot 
noch ausgepragter, und es fehlte deshalb nicht an Stimmen, die fiir die 
verschiedene Entwicklung der Bienenlarve nur die unterschiedliche 
Futtermenge verantwortlich machen wollten. Diese Annahme kann 
nicht mehr aufrechterhalten werden, nachdem wir feststellen konnten, 
daB der K6niginnenfuttersaft der Sommermonate sich durch seinen 
Gehalt an Biopterin qualitativ vom Arbeiterinnenfuttersaft unter- 
scheidet?. Da auch der K6niginnen-Altmaden-Futtersaft dieses Pterin 
enthalt, 14Bt sich sein dem Arbeiterinnenfuttersaft ahnlicher Gehalt an 
den untersuchten Vitaminen méglicherweise dadurch erklaren, daB die 
alten Maden auBer mit Weiselfuttersaft noch mit Pollen gefiittert 
werden, durch den der Futtersaft verdiinnt wird. 

4 KE. L. Patterson, H. P. Broquist, A. M. Albrecht, M. H. von Salza 
u. K. L. R. Stokstad, J. Amer. chem. Soc. 77, 3167 [1955]. 

15 A.v. Planta, diese Z. 12, 327 [1888]. 

16 N. Weaver u. K. A. Kuiken, J. econ. Entomol. 44, 635 [1951]. 
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Herrn Prcfessor A. Butenandt sind wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit 


dankbar. Herrn Dr. K. A. Forster, Fa. Heinrich Mack Nachf., Illertissen, 


danken wir wiederum fiir die Uberlassung der Bienenfuttersafte. 


, y Ta] » 
Zusammenfassung 


Weiselfutter der Honigbiene enthalt im Mittel etwa 140 y Panto- 


thensaéure/g Frischsubstanz. Dieser Wert betragt das 4fache gegentiber 
Arbeiterinnenfuttersaft (im Mittel 35 y/g), das 2'4fache gegeniiber 


K6niginnen-Altmaden-Futtersaft (im Mittel 50 y/g). 

Biotin wurde mit 3—4 y/g in allen drei Futtersaften in etwa 
gleicher Menge gefunden. 

Der Folsiure-Gehalt des Weiselfutters (im Mittel 0,38 y/g) liegt 
etwa doppelt so hoch wie im Altmaden- und Arbeiterinnenfuttersaft. 
Pantethein konnte im Weiselfutter nicht nachgewiesen werden. Eine 
Bestimmung des Gesamt-Adenin-Gehaltes ergab fiir Weiselfuttersaft 
3.5 mg/g und fiir Arbeiterinnenfutter 3,0 mg/g Frischsubstanz. Die 
Bedeutung der Vitamine fiir die Entwicklung der Maden wird diskutiert. 


Summary 


Queen-bee food of the honey-bee contains an average of about 
140 wg. pantothenic acid/g. fresh material. This value is four times that 
for worker-bee food (average 35 vg.) and two and a half times that for 
queen-bee late larval food juices. 

Biotin was found in approximately equal amounts, 3—4 jg./g., in 
all three food juices. 

The folic acid content of the queen bee food juices (average 0.38 ug./g.) 
is about twice as high as in late larval and worker food juices. Pantethein 
could not be demonstrated in queen bee food juices. An estimation of 
the total adenine content gave for queen bee food juices, 3.5 mg./g. and 
for worker bee food juices, 3.0 mg./g. fresh material. The significance 
of the vitamins for larval development is discussed. 
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Uber die Phosphatasenaktivitat in Pankreas, 
Leber und Serum normaler und diabetischer Ratten* 
Von 
M. Vranié, N. Allegretti und L. Rabadija 


Aus dem Physiologischen Institut der medizinischen Fakultit der Universitit Zagreb (Agram), 
Jugoslavien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1958) 


Im Laufe der Untersuchungen iiber die Rolle der Langerhansschen 
Inseln im Stoffwechsel war es von Interesse, die Aktivitat der Phospha- 
tasen in dem ganzen Organ quantitativ-chemisch zu bestimmen, um 
Auskunft tiber die Phosphatasenaktivitét in den Inseln zu erhalten. 


Kar et al.! sowie Burgen und Lorch? hatten histochemisch einen Schwund 
der Phosphatasenaktivitat in den /-Zellen alloxandiabetischer Tiere beobachtet. 
Andererseits wiesen Cantor et al. im Serum diabetischer Ratten eine bedeutende 
Erhéhung der alkalischen Phosphatase nach, die mit der Krankheitsdauer zu- 
nahm. Drabkin und Marsh‘ fanden eine Zunahme der sauren und alkalischen 
Leberphosphatase vier oder mehr Tage nach Injektion von Alloxan. Meier® be- 
stitigte histochemisch, daB in diabetischen Mausen eine erhdhte Aktivitat der 
sauren Leberphosphatase auftritt. Robison® bestimmte als erster auf quantitativ- 
chemischem Wege die Aktivitaét der alkalischen Pankreasphosphatase. In neuerer 
Zeit wies Gad’ dieses Enzym im Pankreasextrakt des Hundes nach. 


Methodik 


Diabetes wurde bei mannlichen Albinoratten (190—240 g) nach 24stdg. 
Fasten durch Injektion von 60—70 mg Alloxantetrahydrat (Merck) pro Kilo 
K6érpergewicht in die Vena jugularis erzeugt. Alloxan wurde als Iproz. waBrige 
Lésung fiir jedes Tier frisch bereitet. Alle so behandelten Tiere hatten einen Blut- 
zuckerspiegel von 190 bis tiber 770 mg%. 

Die Ratten erhielten Wasser und Standardfutter ad libitum. Das Blut wurde 
48 oder 72 Stdn. nach Injektion von Alloxan wahrend eines leichten Atherrausches 
aus der Bauchaorta der peit 24 Stdn. niichternen Tiere entnommen. Diese wurden 
dann durch Dekapitatiop getétet. 

Der Blutzuckerspiegel wurde nach Hagedorn und Jensen® bestimmt. 


* Die Ergebnisse dpr vorliegenden Untersuchung wurden teilweise auf der 
42. Sitzung der Gesellschaft fiir experimentelle Medizin in Zagreb am 12. Marz 
1958 vorgetragen. 

1 A. B. Kar, S. Banerjee u. A. Ghosh, Anat. Anz. 98, 336 [1952]. 

2 A.S. V. Burgen u. J. I. Lorch, Biochem. J. 41, 223 [1947]. 

3M. M. Cantor, J. Tuba a. P. A. Capsey, Science [New York] 105, 476 
[1947]. 

4D. L. Drabkin u. J. B. Marsh, J. biol. Chemistry 171, 455 [1947]. 

5 A. L. Meier, Acta anat. 11, 192 [1951]. 

6 R. Robison, Biochem. J. 17, 286 [1923]. 

7 I. Gad, Acta physiol. scand. 11, 151 [1946]. 

8 H.C. Hagedorp u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]; 137, 92 
[1923]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 314 11 
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Bereitung der Homogenate: Pankreas bzw. Leber wurde herausgenom- 
men, entfettet (Pankreas) und abgewogen. Dann wurde ein reprasentativer Teil des 
Organs kleingeschnitten und mit 4 cm* dest. Wasser im Potter-Elvehjem-Apparat 
2 Min. lang homogenisiert und durch ein Tuch filtriert. Das Homogenat enthielt 
50 mg Pankreas- bzw. 30 mg Lebergewebe pro cm*. Die Homogenate wurden, aus- 
genommen zur Bestimmung der alkalischen Pankreasphosphatase, auf das 5fache 
verdiinnt. Fiir jede Messung wurden 0,5 cm* Homogenat verwendet. 

Da mit der Gegenwart proteolytischer Pankreasfermente gerechnet werden 
muBte, untersuchten wir die Stabilitat der Pankreasphosphatasen. Die Aktivitat 
blieb beim Stehenlassen bei Zimmertemperatur iiber 120 Min. unverandert. 

Die Phosphatasebestimmung wurde nach Huggins und Talalay’, 
modifiziert nach Linhardt und Walter!®, mit Phenolphthaleinphosphat* als 
Substrat durchgefiihrt: Das Homogenat oder Serum wurde in alkalischer (py 9.7) 
oder saurer (pH5,4) Puffersubstratlésung bei 37,5° inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch Zusatz von Glykokoll-Pyrophosphat-Puffer gestoppt und die Farbintensitat 
des in Freiheit gesetzten Phenolphthaleins im Pulfrich-Stufenphotometer mit 
Filter S 53 gemessen. 

Zur Bestimmung der alkalischen Pankreasphosphatase wurde das Homogenat 
2 Stdn. inkubiert, sonst geniigte Istdge. Inkubation. 

Es zeigte sich, daB als Blindprobe nicht der komplette Ansatz mit Inkuba- 
tionszeit ¢ = 0, sondern besser der substratfreie inkubierte Ansatz verwendet 
wurde. Erst so wurde die Triibung der Blindprobe von gleicher Intensitaét wie die 
der iibrigen Ansatze. Solcher Blindproben bedienten sich auch Bern und Levy". 

Bei Bestimmung der alkalischen Pankreasphosphatase wurden Doppelmes- 
sungen vorgenommen. Bei den iibrigen Ansatzen erwies sich dies als iiberfliissig, 
da zwischen den Doppelproben praktisch keine Unterschiede vorkamen. 


Eichung der Einheitskurven 


Das Verhaltnis zwischen der in Freiheit gesetzten Phenolphthalein-Menge 
und der Phosphatasen-Konzentration ist nicht linear, so daB die Aktivitaét des 
Fermentes statt in mg Phenolphthalein in bestimmten Einheiten ausgedriickt wer- 
den muB. Nach Huggins und Talalay® stellen 10 Einheiten (#) saurer baw. 
alkalischer Phosphatase jene Menge von Fermenten dar, welche ein kolor’ 
metrisches Aquivalent von 1 mg Phenolphthalein aus iiberschiissigem Substrat in 
1 Stde. bei 37° und optimalem py in Freiheit setzt. 

Tragt man auf die Abszisse eines doppelt logarithmischen Koordinaten- 
systems die Phosphatasen-Konzentration und auf die Ordinate die von 100 cm’ 
Ferment in Freiheit gesetzten mg Phenolphthalein auf, so erhalt man eine Gerade. 
Eine Parallele wird entsprechend obiger Definition durch den Punkt 10 E = 1 mg 
Phenolphthalein (P) gezogen. 

Die Autoren gaben als Gleichung dieser Kurve an: log E = 1,00 +- 0,581 log P. 

Bern® erhielt mit Extrakten aus Testes, Epididymis und Kaninchenurin 
eine weniger steile Kurve. Bern und Levy! haben mit Homogenaten aus Glan- 
dula praeputialis von Ratten und Vesicula seminalis von Meerschweinchen fiir die 
alkalische Phosphatase eine Kurve erhalten, welche im wesentlichen mit der von 
Huggins und Talalay identisch ist. Die Kurve fiir die saure Phosphatase ist 
weniger steil. Bei der Konstruktion unserer Einheitskurven erhielten wir Abb. 1. 
Kurve A ergibt sich beim Verdiinnen von Ratten- oder Meerschweinchenserum 
fiir die saure Phosphatase. Sie deckt sich im wesentlichen mit der Kurve von 
Bern!®. Thre Gleichung lautet: log E 1,00 + 0,885 log P. Kurve B ergibt sich 

® C. Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1945]. 

10 K. Linhardt u. K. Walter, diese Z. 289, 245 [1952]. 

1H. A. Bern u. R.S. Levy, Amer. J. Anatomy 90, 131 [1952]. 

122-H. A. Bern, Amer. J. Physiol. 156, 396 [1949]. 

* Phenolphthaleinphosphat wurde in diesem Institut synthetisiert. Spater 
wurde ein Praparat der Firma Boehringer & Séhne, Mannheim, verwendet. 
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Abb. 1. Eichkurve zur Bestimmung © 
der Phosphataseaktivitaéten nach & 
Huggins und Talalay. A: saure S 
Serumphosphatase; B: alkalische s 
Serumphosphatase sowie saure Le- © 
ber- und Pankreasphosphatase; C: 3 
alkalische Pankreasphosphatase. £ 
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Phosphataseneinheiten / 100 cm 


Oop 


lestiosung —— 


fiir die saure Phosphatase von Leber- und Pankreashomogenat und fiir die alka- 
lische Ratten- und Meerschweinchen-Serumphosphatase. Sie deckt sich im wesent- 
lichen mit jener von Huggins und Talalay. Die Gleichung dieser Geraden lautet: 
log E 1,00 + 0,619 log P. Kurve C erhalt man fiir die alkalische Ratten- und 
Meerschweinchen-Pankreasphosphatase. Sie ist etwas steiler als die von Huggins 
und Talalay. Die Gleichung lautet: log E = 1,00 -+ 0,456 log P. Die Kurven von 
Xatten und Meerschweinchen stimmen im wesentlichen iiberein. Als Durchschnitt 
aller Kurven erhalt man die von Huggins und Talalay angegebene Gleichung. 


Ergebnisse 

Wie die Tabelle zeigt, ist die alkalische Pankreasphosphatase 
diabetischer Ratten statistisch, signifikant erhéht. In der Aktivitat der 
sauren Pankreas- und Leberphosphatase kommen keine Veranderungen 
vor. Bemerkenswert ist, daB im Pankreasgewicht zwischen normalen 
und diabetischen Tieren kein signifikanter Unterschied vorliegt. 

Im Serum diabetischer Ratten dagegen sind sowohl die alkalische 
als auch besonders die saure Phosphatase signifikant vermehrt. Wahrend 
die Aktivitat der sauren und alkalischen Serum - Phosphatase normaler 
Ratten keine wesentlichen Unterschiede zeigt, ist die Aktivitét der 
sauren Pankreas-Phosphatase gegentiber der der alkalischen stark 
erhoht. 

Phosphatasenaktivitaét in Geweben (E/g Frischgewebe) und Serum (E/100cem*) bei 
normalen und diabetischen Ratten. Die Zahlen geben Mittelwerte und_ ihre 
Standardabweichung sowie die Anzahl der Versuchstiere in Klammern an. 











Normale Tiere Diabetische Tiere | t | P 

Koérpergewicht (g) 190 —215, M 197 (8) |190—240, M = 210 (19) 

Pankreasgewicht (mg) 663 + 21 (5) 581 t+ 42 (3) 1,734 > 0,05 
Alkal. Pankreasph. E 1,93 0,21 (6) 3,56 6.3L (10) 4,400 < 0,001 
Saure Pankreasph. E 45,2 £3 (8) 44,7 + 49 (11) 0,203 > 0,05 
Saure Leberph. E 120,0 11,2 (8) 126,9 6,4 (11) 5 > 0,05 
Alkal, Serumph. E 36,2 + 4,5 (8) 56,5 4,5 (12) 0,01 
Saure Serumph. E 37,5 eA (7) 105,8 15,1 (13) 0,001 
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Abb. 2 zeigt die Korrelation zwischen Blutzuckerspiegel und Phos- 
phatasenaktivitaét im Serum. Die Berechnung von Korrelationskoeffi- 
zient r und ¢-Test* ergaben Beziehungen zwischen Blutzuckerspiegel 
und saurer bzw. alkalischer Serumphosphatase. 
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Abb. 2. Korrelation zwischen Blutzuckerspiegel und Phosphatasenaktivitat 
im Serum von Ratten. 
Saure Phosphatase: Gestrichelte Gerade; A normale und O diabetische Tiere. 
Alkalische Phosphatase: Ausgezogene Gerade; & normale und @ diabetische Tiere. 


Der Korrelationskoeffizient fiir die saure Serumphosphatase ist r = 0,902 
(t = 7,818, p < 0,001), fiir die alkalische Serumphosphatase r = 0,784 (t = 4,533, 
p <9,001). Beim Vergleich der beiden Korrelationskoeffizienten in der z-Skaia 
ergab sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,19). 


Diskussion 
Kar et al.) haben nur den Schwund der alkalischen Phosphatase 
aus den f-Zellen 72 Stdn. nach der Alloxaninjektion histochemisch 
festgestellt, ohne andere Verdinderungen im Pankreas zu bemerken. 
Gleichzeitig beobachteten sie, daB bei normalen Tieren die Phosphatasen 
sowohl in endokrinen als auch in exokrinen Pankreasteilen vorhanden 
sind. Aus unseren Untersuchungen geht dagegen hervor, da®B das ganze 
Pankreas am dritten Tag nach der Alloxaninjektion bedeutend erhdhte 
Phosphatasen-Aktivitat aufweist, allerdings kénnen wir beziiglich der 
endokrinen Zellen keine Aussagen machen. Unsere Befunde sind also 

nicht im Einklang mit denen von Kar. 
Nach Wang und Grossmann" stammt die alkalische Pankreas- 
phosphatase nicht aus dem Serum, sondern sie wird in den sekretorischen 








* Vgl. S. Koller in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1956, S. 1184 ff. 
13 C,C. Wang u. M. J. Grossmann, Amer. J. Physiol. 156, 256 [1949]. 
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Pankreaszellen gebildet!*4. Deshalb glauben wir, daB die von uns 
beobachtete Erhéhung der alkalischen Pankreasphosphatase bei diabe- 
tischen Ratten tatsaichlich auf eine Mehrproduktion durch den Pankreas 
zurickzufiihren ist und nicht auf vermehrte Abscheidung der ebenfalls 
erhéhten Serumphosphatase in diesem Organ. 

Burgen und Lorch? zeigten, daB Alloxan und verwandte Verbin- 
dungen die alkalische Phosphatasen-Aktivitat in vitro hemmen. In vivo 
konnte dies jedoch nicht bestatigt werden. Larralde und Ponz’® 
unterzogen diese Angaben einer Kritik und sind der Ansicht, daB die 
Hemmung der alkalischen Phosphatase durch Alloxan zur Hauptsache 
durch eine Verschiebung des pu-Wertes bewirkt werde. Sie fanden auch, 
daB Alloxan die saure Phosphatase, wenn auch nur schwach, in vitro 
hemmt. 

Obwohl die Aktivitaét der sauren Pankreasphosphatase bedeutend 
gréBer ist als die der alkalischen, konnten wir in der Literatur keine 
Angaben tiber quantitativ-chemische Bestimmungen des Fermentes in 
diesem Organ finden. Ein ahnliches, wenn auch nicht so stark ausge- 
pragtes Verhaltnis zwischen saurer und alkalischer Phosphatase wurde 
in der Leber festgestellt*. Nach unseren Experimenten unterscheiden 
sich normale und diabetische Tiere nicht in der Aktivitaét der sauren 
Leber- und Pankreasphosphatase. 

Bei normalen Ratten fanden wir keinen wesentlichen Unterschied 
in der Aktivitét der sauren und alkalischen Serum- Phosphatase. 
Cantor et al.3 haben dagegen nach der Methode von Shinowara et al.® 
bedeutend héhere alkalische als saure Serumphosphatasenwerte er- 
halten. Sie haben das Alloxan auf andere Weise, namlich subcutan 
oder intraperitoneal appliziert und bei diabetischen Ratten zwar eine 
frhéhung der alkalischen, nicht aber der sauren Serumphosphatase 
gefunden. 

Die saure Serumphosphatase diabetischer Ratten fanden wir be- 
deutend starker erhéht als die alkalische. Es wurde auch die Beziehung 
der sauren bzw. alkalischen Serumphosphatase zum Blutzuckerspiegel 
festgestellt. Unsere Ergebnisse stehen zwar beziiglich der alkalischen 
Phosphatase in Einklang mit jenen von Cantor et al., doch gilt dies 
nicht fiir die saure Serumphosphatase. 

Cantor et al.!7 sind der Ansicht, daB die Aktivitat der alkalischen 
Serumphosphatase bei normalen und diabetischen Ratten vom Fett- 
stoffwechsel und teilweise vom EiweiBstoffwechsel abhangig ist und 
daB die Erhéhung der alkalischen Serumphosphatase bei diabetischen 
Ratten eine Folge des erhéhten Abbaues von Fett und EiweiB ist. 

14 A. Delcourt, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 149, 1069 [1955]. 

15 J, Larralde u. F. Ponz, R. esp. fisiol. 5, 131 [1949]; F. Ponz u. J. Lar- 
ralde, Enzymologia [Den Haag] 14, 325 ,1951]. 

16 G. Y.Shinowara, L.M. Jones u. H. L. Reinhart, J. biol. Chemistry 
142, 921 [1942]. 

17 M. M. Cantor, P. A. Wight u. J. Tuba, Trans. Roy. Soc. Canada, Sect. V, 
42, 51 [1948]. 
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Die Ursache fiir die erhéhte saure Phosphatase bei diabetischen 
Ratten und der Zusammenhang mit dem erhdhten Blutzuckerspiegel 
ist ein interessantes Thema fiir weitere Untersuchungen. 

Herin Dr. D. Sunko danken wir fiir die Darstellung von Phenolphthalein- 
phosphat und Frau J. Zake fiir wertvolle experimentelle Mithilfe. 


Zusammenfassung 


Bei alloxandiabetischen Ratten ist die Aktivitat der alkalischen 
Pankreasphosphatase und der alkalischen und sauren Serumphosphatase 
signifikant erhéht, wahrend in der Aktivitaét der sauren Pankreas- und 
Leberphosphatase keine Verainderungen beobachtet wurden. Es wurde 
auch eine Korrelation zwischen Blutzuckerspiegel und alkalischer bzw. 
saurer Serumphosphatase festgestellt. 


Summary 


In alloxan-diabetic rats, the activities of the alkaline pancreatic 
phosphatase and alkaline and acid serum phosphatases are elevated 
significantly, whereas no change in the activities of acid pancreatic and 
liver phosphatases was observed. Also a correlation between blood 
sugar level and alkaline and acid serum phosphatases was found. 
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Eine enzymatische Bestimmung der Oxalessigsaure im Blut 
Von 


Wolfgang Keller und Liesel Denz 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernaihrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1958) 


Durch Apfelsiuredehydrogenase wird Oxalessigsiure in Gegenwart 
von DPNH zu L-Apfelsaure reduziert. 

Der durch Verminderung der DPNH-Konzentration hervorgerufene 
Extinktionsabfall im Photometer bei 366 my wird vielfach zur Messung 
von Substratkonzentrationen und Enzymaktivititen benutzt!~*. Wir 
haben die Reaktion, deren Gleichgewicht vollig auf Seiten der Apfel- 
siure liegt, auf die Oxalessigsiurebestimmung im Blut angewandt. 

Da Sorensen-Phosphatpuffer bei der Bestimmung des px-Optimums 
haiufig zu Triibungen fihrte, stellten wir das py mittels Triathanolamins 
ein. Die Reaktion zeigt ein breites optimales Plateau zwischen pu 8,5 
und 10 (vgl. Abbildung). Dadurch kann man bei den Analysen durch 
Abstimmen von Fallungsmittel und Triathanolamin ohne einen weiteren 
Puffer und ohne pa-Messung auskommen. Zur Priifung der Methode 
fiihrten wir Bestimmungen im Blut mit Zusatz von Oxalessigsiure aus. 
Kaufliche Praparate sind immer zum Teil decarboxyliert, enthalten 
also Brenztraubensiure, die mit Apfelsiuredehydrogenase nicht um- 


hon, = : 
at 4 \ 


Extinktionsabfall 4 #, 20 Min. 
nach Zusatz von Apfelsaure- 





dehydrogenase zur Testlésung 0055 
in Abhangigkeit vom py der 
Loésung. 
ooo . 7 


1Th. Biicher u. G. Pfleiderer. zitiert bei K. Johannesmeier, 
H. Redetzki u. G. Pfleiderer, Klin. Wschr. 32, 560 [1954]. 

2 W. Seitz, A. Englhardt-Gélkel u. I. Schaffry, Klin. Wschr. 33, 22 
(1955). 
3 W. Gruber, G. Pfleiderer u. Th. Wieland, Biochem. Z. $28, 245 [1956]. 
48. Ochoa, in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, 
Vol. 1, 8S. 735; Academic Press Inc., New York 1955. 
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gesetzt wird. Der Gehalt an Brenztraubensaure, bestimmt nach Biicher 
und Pfleiderer?, betrug in den beiden verwendeten Chargen 11% und 
17,5%, der Gehalt der Praparate an Oxalessigsdure also etwa 89% und 
82,5%. Wir fanden bei Zusatz von Oxalessigséure zu Blut 86,3% und 
85,5% wieder, also rund 100% der wirklich zugesetzten Oxalessigsaure. 


Die wiederholte Durchfiihrung der Reaktion mit einer Brenz- 
traubensaurelésung zeigte, daB die verwendete Apfelsiuredehydrogenase 
nicht mit Milchsiuredehydrogenase verunreinigt war. 


Methodik 


1 cm® Fingerbeerenblut wird zu 1 cm* einer 10proz. Lésung von Na,WO,- 
2H,O gegeben, die in Eis vorgekiihlt ist. Dann wird 1 cm? 2/3n H,SO, zu- 
gesetzt und die Lésung 10 Min. im Eisbad belassen. Nach 10 Min. langem Zentri- 
fugieren bei 4000 U/Min. wird das Zentrifugat abgehebert und nochmals 3 Min. 
zentrifugiert. In eine Kiivette von 20 mm Schichtdicke und 8 ml Inhalt werden 
nacheinander einpipettiert: 


1,50 ml des Zentrifugats, 

0,23 m/l lproz. Titriplex-I11-Lésg. (Merck), 

0,20 ml 36proz. Triathanolaminlésg. (fiir pH9,0), 
6,00 ml Wasser, 

0,05 ml DPNH-Lésg. (10 mg/ml). 


Die Extinktion wird im Eppendorf-Photometer mit Filter 366 mu gemessen. 
Darauf wird 0,02 m/ Apfelsiuredehydrogenase (C. F. Boehringer & Sohne, Mann- 
heim; 5 mg/10 m/ Suspension in Ammoniumsulfatlésung) zugesetzt, durchgeriihrt, 
und die Extinktion laufend abgelesen, bis kein Extinktionsabfall mehr stattfindet. 
Das ist im allgemeinen nach 15 Min. erreicht. Die Extinktionsdifferenz AE ent- 
spricht dem Verbrauch von DPNH, dessen Extinktionskoeffizient nach Hohorst*® 
3,30 x 10° cm?/Mol bei 25° betragt. 

Es ergibt sich dann 


1 
= Mol DPNH/ml Lésung. 
3,30° 108-2 ; 

Da das verbrauchte DPNH dem Gehalt an Oxalessigsaure aquimolar ist, 
erhalt man durch Multiplikation mit dem Mol.-Gew. der Oxalessigsiure 132 den 
Oxalessigséuregehalt in g/ml Lésung, woraus die Konzentration im Blut errechnet 
werden kann. Bei Verwendung der oben angegebenen Mengen Reagenzien er- 
halt man 

132-8-3-10° 
MaL0n — 148 
kid 3,30-108-2-1,5 
mg% OES 1H-32 


Der mittlere Gehalt an Oxalessigsiure im Blut niichterner Versuchspersonen 
betrug bei 89 Analysen 0,38 + 0,19 mg%. Der héchste Befund war 1,10 mg%, der 
niedrigste 0,11 mg%. Zur Feststellung der Fehlerbreite wurden in 100 Fallen zwei 
gleichzeitig entnommene Blutproben parallel aufgearbeitet. In 91 Doppelanalysen 
ergab sich eine Differenz, die zwischen 0 und 0,06 mg% Oxalessigsiure lag. Diese 
Konzentration entspricht einer Extinktion von 0,002 und liegt an der unteren 
Grenze einer exakten Ablesung auf der Photometerskala. GréBere Abweichungen 
fanden wir bei 9 Doppelanalysen, die gréBte betrug 0,12 mg% Oxalessigsaure. 





5 H. J. Hohorst Biochem. Z. 828, 509 [1957]. 
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Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur Bestimmung von Oxalessigsiure im 
Blut angegeben, bei der im optischen Test die durch die enzymatische 
Reduktion der Oxalessigsiure zu Apfelsiure bewirkte Verminderung 
von reduziertem Diphosphopyridinnucleotid gemessen wird. Als Durch- 
schnittswert im menschlichen Blut wurde 0,38 mg% Oxalessigsiure 
gefunden. 


Summary 


A method for the determination of oxalacetic acid in blood is 
described, in which the disappearance of reduced diphosphopyridine 
nucleotide caused by the enzymatic reduction of oxalacetic acid to 
malic acid is measured photometrically. An average of 0.38 mg. 
oxalacetic acid per 100 ml was found for human blood. 
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Versuche zur Gewinnung 
eines mesodermalen Induktionsstoffes 
aus Hiihnerembryonen 
Von 
Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann 


Aus dem Heiligenberg-Institut, Abt. O. Mangold, 
Heiligenberg/Bodensee 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1958) 


Aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen konnten nach verschiedenen 
chemischen Verfahren Induktionsstoffe (,,Organisatorstoffe‘‘ nach Hans 
Spemann) gewonnen werden, welche, in Molchgastrulen implantiert, 
vorwiegend fiir eine bestimmte K6érperregion spezifische Organe indu- 
zierten! (Vorderkopf = archencephale, Hinterkopf = deuterencephale, 
Rumpf-Schwanz = spinocaudale Induktionen?). Am weitesten ange- 
reichert wurde eine Fraktion, welche hauptsachlich Riimpfe und 
Schwanze (spinocaudal) induzierte, in geringerem Mae auch Hinter- 
kopforgane wie Hinterhirn, Nachhirn und Gehérblasen?. — Aus dieser 
Fraktion wurde bei fortschreitender Reinigung ein Protein gewonnen, 
welches mesodermale Organe, vor allem Muskelsegmente, Chorda und 
Vorniere induzierte. Ein aus Acetontrockenpulver mit 95proz. Essig- 
siure extrahiertes Protein induzierte ebenfalls vorwiegend mesodermal. 

Der mesodermale Faktor liegt auch im nichtfraktionierten Em- 
bryonalextrakt als Protein vor und ist nicht an Ribonucleoproteide 
gebunden. Bei der Fallung der Nucleoproteide mit Streptomycinsulfat 
und Protaminsulfat bleibt er iiberwiegend in Lésung. — Die gefallte 
Ribonucleoproteidfraktion induzierte dagegen vorwiegend deuteren- 
cephal. 

Ergebnisse 


I. Gewinnung eines mesodermalen Induktionsstoffes nach 
dem Phenol-Pyridin-Verfahren (s. Schema 1) 


Wie in einer friiheren Arbeit beschrieben wurde, kann aus dem 
Homogenat 7—9 Tage alter Hiihnerembryonen nach Abzentrifugieren 
der Strukturbestandteile durch Ammoniumsulfatfallung und Extraktion 
mit Phenol eine hauptsiachlich Riimpfe und Schwanze induzierende 
Fraktion gewonnen werden (Phenolschicht I, Schema 1), welche vor 


1 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, diese Z. 806, 7, 132 [1956]. 
2 F. E. Lehmann, Einfiihrung in die physiol. Embryologie 8S. 234, Birk- 
hauser, Basel-Stuttgart 1945. 
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Homogenat 
| | | 
r ¥ iio. + Y 
Zellkerne Grana (1) Uberstand (1) 
(Mitochondrien -+- Mikrosomen) mit (NH,),SO, 
(Halbsattg.) 
mit NaOH bis py 9,5 “ ; gefallt 
y 
Riickstand Uberstand (2b) Riickstand (2a) Uberstand 
verworfen mit Salzsiure | mit Phenol bei p,, 6,6 | mit Phenol verworfen 
bis py 7,5 extrah. gelést extrah, 


Phenolschicht IT (2b) Phenolschicht I (2a) 
| 
| _Phenolschichten vereinigt | 
Methanol- Fiillung 


Riickstand (2b) < > Uberstand verworfen 
bei px 3 gelést 


“| 
¥ 
Uberstand (3) Riickstand (3) verworfen 
mit CHCl,/Octanol geschiittelt, 
waBr. Schicht mit NH,OH bis p,, 5,7, 
Fiillung mit 1 Vol. Alkohol 
} 
v v 
Fallung (3) Uberstand verworfen 
bei py 3 gelést, bei py 1,5 
bzw. 4,5 mit 5% Pyridin gefiillt 
\ 
Uberstand (4) Riickstand (4) 
bei py 5,7 mit (NH,),SO, bei py 3 gelést, dia- 
gefillt, Niederschlag dialysiert lysiert u. gefrier- 
| u. gefriergetrocknet i getrocknet 


£162 VI, E1361 | 
ie sh 


| 
PhePy (4): 
E121 1b, E125 IIT, E 162 I, 


E 164 II, E205 1, vgl. Tab. 1 


Schema 1. Phenol-Pyridin-Verfahren zur Gewinnung eines mesodermalen Induk- 

tionsstoffes aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen. Die hinter den Fraktionen in 

Klammern angefiihrten Zahlen bezeichnen den zugehérigen Text fiir die Bereitung 
der Fraktionen im Abschnitt VI A, 8. 171 f. 


allem Proteine enthalt. Weitere Versuche zeigten, daB sehr wirksame 
spinocaudale neben deuterencephalen Induktionsstoffen auch in den 
Mitochondrien und Mikrosomen enthalten sind? *. Diese wurden mit 
Natronlauge bei pu 9,5—10 extrahiert, der Extrakt neutralisiert und 
dann mit Phenol bei 60° extrahiert. Die spinocaudalen Induktionsstoffe 
reicherten sich wie bei der Extraktion des Uberstandes in der Phenol- 
schicht II (Schema 1) an. Die beiden Phenolschichten (I und IT) wurden 
vereinigt. 





3-H. Tiedemann u. H. Tiedemann, Experientia [Basel] 18, 320 [1957]. 
* Uber die induzierende Wirkung der einzelnen Zellfraktionen wird an 
anderer Stelle berichtet. 
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Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Granafraktion vor der 
Phenolextraktion auf py7,0 eingestellt wurde. Extraktion bei alkalischer Reaktion 
lieferte schlechter induzierende Fraktionen. Bei 60°, 70° und 90° (je 15 Min.) 
extrahierte Fraktionen waren etwa gleich gut wirksam. Dagegen wurden bei 
niedriger Temperatur (20°) nur schwach wirksame Fraktionen erhalten. 

Ohne Zusatz von Phenol kurze Zeit auf 90° erhitzter Embryonalextrakt 
verliert einen groBen Teil der spinocaudalen Aktivitét. Offenbar schiitzt Phenol 
die wirksamen Stoffe vor der Inaktivierung. Dies kénnte z.T. darauf zuriickzu- 
fiihren sein, daB die spinocaudalen Induktionsstoffe bei saurer Reaktion sehr 
bestandig sind' und die Saéurenstaérke von Phenol mit der Temperatur zunimmt 
(k599 ~~ 2+ 10719), 

Die aus der Phenolschicht mit Methanol gefallten Proteine wurden 
bei px 3 wieder gelést. Ein unldslicher Riickstand induzierte nach 
mehrmaligem Auswaschen bei px 3 nur sehr schwach neural und wurde 
verworfen. Die weitere Aufarbeitung geht aus Schema 1 hervor. Durch 
Schiitteln mit Chloroform/Octanol und Fallung mit Pyridin (End- 
konzentration 5%) in saurer Losung konnten inaktive Proteine ab- 
getrennt werden. Der aktive Stoff wurde nach Fallung mit Ammonium. 
sulfat und Dialyse gegen Wasser gefriergetrocknet (Frakt. PhePy: 
E 121 Ib, E 125 IIT, E 162 II, E 164 Ii, E 2051, Tab. 1). 


Tab. 1. Induktionsleistung von Fraktionen, gewonnen nach dem Phenol-Verfahren. 








= | positiv || GréBe d. Ind. Ind. K6érperregion 
Fraktionen = ‘s S hie | eb = 

N ¢ | Zahl grob| = |klein/ SE) EE] & Se es 
= Sa a s 3 best 
cp Ps Oe 19 0 | 53 Ct Ba A SH] OH a2 
E 162 II ne 8 AE) Mie 3 3 l 5 | — 2 
pl? S b 19 11 | 58 4 5 2 9 6 2 
Mago eae 12 | 12 |100 2| 6] 4 Oo coal 3 
1, a 35 32 | 91 8/13) 11 24 | 16 7 
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PhePy zusammen | 93 | 72 | 77 | 23 | 30 | 19 | ait | z | f 
E 1211b, ! 












































5 Min. bei 100° . . De 18 | 82 13 3 2 AZ 6 3 
E 121 1b, 

15 Min. bei 100°. . 20 12 | 60*]] 3 1 8 ] 2 9 
he © 6 eonarae 36 31 | 86 6) 14] 11} — oe > ae ae | 9 
) 207 IL 25 15 | 60 5 7 3 —|—|I13 6 re 








* Kleine und nur neurale Induktionen. 


Weitere Versuche zeigten, da ein mesodermal induzierender Stoff 
aus den mit Phenol extrahierten Proteinen auch ohne Fraktionierung 
mit Pyridin nur durch wiederholtes starkes Schiitteln ihrer schwach 
sauren waBrigen Losung mit Chloroform/Octanol erhalten werden kann. 
Nach dem Abtrennen der beim Schiitteln denaturierten Proteine, 
welche unwirksam sind, wurde der aktive Stoff aus der waBrigen Lésung 
bei pur 6,0 gefallt (Frakt. E 204 11, E 20711, Tab. 1). 
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Bei Betrachtung der durch diese Fraktionen hervorgerufenen 
Induktionen mit der binokularen Lupe fiel auf, daB oft vom 
Embryo kaum abgesetzte, groBe, z.T. nicht pigmentierte Rumpf- 
bildungen mit deutlich sichtbaren Muskelsegmenten (Abb. 1) entstanden 





Abb. 1. Molchlarve von rechts ventral; 12,7fach vergréBert. Starke mesodermale 
Induktion (Ind.) mit Muskelsegmenten rechts ventral in der hinteren Rumpfhilfte. 
Fraktion PhePy, E 162 II. 


Abb. 2. Querschnitt durch die Larve der 
Abb. 1 im Bereich der mescdermalen Induk- 
tion, 36fach vergréBert. Oben Achsensystem 
der Larve mit Riickenmark (Rm.), Chorda 
(Ch.) und Muskulatur (Mu.), rechts Darm (D.) 
und unten links die Induktion mit riesiger 
Chorda (Ch. i.), viel Muskulatur (Mu. i.) und 
Nierenkanalchen (Vn. i.). — Frakt. PhePy, 
E 162 II. 





waren. Die histologische Untersuchung zeigte, daB die Induktionen 
auBer sehr viel Muskelgewebe haufig eine Chorda und eine mehr oder 
weniger groBe Anzahl von Nierenkanalen enthielten (Abb. 2). Meist 
kurze Neuralrohre oder sehr diinne Strénge von neuralen Zellen waren 
nur in etwa 25% der Falle vorhanden. Méglicherweise handelt es sich 
dabei um sekundare Induktionen, welche, wie bei der normalen Medullar- 
plattenbildung, durch die groBen, primar induzierten mesodermalen 
Organe hervorgerufen wurden. Gehirnteile waren in keinem Falle zu 
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finden. Das Ergebnis der histologischen Untersuchung der Serien E121 b, 
E 125 III und E 162 If (29 positive Falle) ist in Abb. 4a zusammen- 
gefaBt: Die Hauptorgane der induzierten Achsensysteme, Neuralrohr, 
Chorda, Muskulatur und Nieren, sind nach ihrem prozentualen Anteil 
an der Zahl der Induktionen (Héhe der Saéulen) und nach der durch- 
schnittlichen Menge des jeweils induzierten Gewebes (Breite der Saulen; 
Menge in 3 Wertstufen: wenig, mittel viel, abgeschatzt) aufgetragen. 
Der Flacheninhalt der Saulen Chorda, Muskulatur, Nieren zeigt deutlich 
das Ubergewicht der mesodermalen Organe iiber das selten induzierte 
und mengenmaBig wenige Neuralgewebe. 

5 Min. langes Erhitzen der Frakt. PhePy auf 90° in waBriger 
Lésung zerstérte die Wirkung nicht (E 121 Ib, 5 Min. 100° — Tab. 1). 
Die dabei beobachtete Zunahme der Induktionen (von 53% auf 82%) 
ist wohl mehr auf eine bessere Austestbarkeit der erhitzten Substanz 
und nicht auf tatsichliche Zunahme der Aktivitét zuriickzufiihren. 
15 Min. langes Erhitzen auf 90° bei pu 7,6 zerstérte dagegen die meso- 
dermale Induktionsfaihigkeit weitgehend (E121 1b, 15 Min. 100° — 
Tab. 1). Es entstanden nur kleine Induktionen: Zwei besaBen eine 
Gehoérblase, eine ein Augenfragment. Der Hauptteil der in der Frak- 
tion noch enthaltenen neuralen Komponente wurde also erst nach Zer- 
st6rung der weit tiberwiegenden mesodermalen Komponente wirksam. 

Die bei der Pyridinfraktionierung entstehende Fallung (Schema 1) war bei 
pu3 in Wasser nur zu einem kleinen Teil léslich. Der unlésliche Riickstand indu- 
zierte nicht. Der lésliche Teil (Frakt. E 162 VI, E 1361) rief zwar auch Rumpf- 
Schwanz-Induktionen, jedoch keine so umfangreichen Muskelinduktionen hervor 
wie die Pyridin-lésliche Fraktion. Bei der Untersuchung in der Ultrazentrifuge 
enthielt diese Fraktion neben héhermolekularen Komponenten eine Hauptkom- 
ponente mit gleicher Sedimentationskonstante wie die Pyridin-lésliche Fraktion 
PhePy. Sie ist wahrscheinlich mit dieser identisch und wird bei der Pyridin- 
fallung mitgerissen. 

Durch Istdg. Zentrifugieren in der Ultrazentrifuge (140000 x q) 
wurde der mesodermale Induktionsstoff aus der Lésung nicht ab- 
geschleudert. 


Il. Gewinnung eines mesodermalen Induktionsstoffes nach 
dem Essigséure-Pyridin-Verfahren (s. Schema 2) 

Eine ‘ebenfalls vorwiegend mesodermal induzierende Fraktion lie 
sich durch Extraktion von Acetontrockenpulver aus Hithnerembryonen 
mit 95proz. Essigsiiure bei 40° gewinnen. Durch Extraktion bei héherer 
Temperatur (60—70°) wurde der mesodermale Induktor teilweise in- 
aktiviert. Schwachere Essigsiiurekonzentrationen extrahierten die spino- 
caudalen Induktionsstoffe nicht (lOproz. Essigséure) oder nur zum 
Teil (30proz. Essigsaure). 

Der Extrakt wurde mit 1!., Vol. Aceton versetzt und die Fallung 
abzentrifugiert (,,Acetonfaillung s. Schema 2). Die Hauptmenge der 
bei der Essigsiureextraktion in Losung gehenden Proteine wurde dann 
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xf oe . y . * 
aus dem Uberstand der Acetonfallung mit 2 Vol. peroxydfreiem Ather 


1121b es “ a 
: gefallt (,,Atherfallung** s. Schema 2). 
mmen- 
alrohr, Acetontrockenpulver (1) 
Anteil mit 95proz. Essig- siiure extrahiert 
durch- > Riickstand (ERii) 
is 
iiulen; 
nei , Uberstand (2) 
vragen, + 1,5 Vol. Aceton 
sutlich 7 — Riickstand verworfen 
a ba (E 85 1) 
uzlerte Uberstand (2) 
+ 2 Vol. Ather . 
ee : > Uberstand verworfen 
\Briger 


| 
ab. 1), | Ritckstand (2), E85 I, E85 II, E96 I 


bei py 3 gelést 


290 = 

82'/) > Riickstand verworfen 
bstanz th bas 
= rstand (¢ 
ithren. ne <5) 

meso- t 
199 — Fortsetzung wie in Schema 1. Die entsprechenden Endfraktionen sind: 
. Nery EPy (4): — - E138 101, E 161 1 

+H Tak- 26 ‘ 74 Y 6 x t ‘ re 
Frak E163 11, E165 11, E1381, E190 1a 
h Zer- pew mv = 
‘ksam. Schema 2. Essigsiure-Pyridin-Verfahren zur Gewinnung eines mesodermalen In- 
war bei duktionsstoffes aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen. Die hinter den Fraktionen 
d indu- in Klammern angefiihrten Zahlen bezeichnen den zugehérigen Text fiir die Be- 
XRumpf- reitung der Fraktionen im Abschnitt VI C, 8. 173. 

hervor . 
trifuge Acetonfallung (Frakt. E 85 I, Tab. 2) und Atherfallung (Frakt. 
amr E85 11+ Ill, E9611, Tab. 2) hatten keine einheitliche Induktions- 
raktion 


texidin- wirkung, sondern riefen Organe verschiedener Kérperregionen hervor. 


Tab. 2. Induktionsleistung von Fraktionen, gewonnen nach dem Essigsaure- 
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Die Acetonfallung wurde verworfen, die Atherfallung in der gleichen 


Weise weiter gereinigt wie die durch Phenolextraktion gewonnenen 
Proteine (vgl. Schema 1). Die pyridinlésliche Fraktion (EPy: E 163 I, 
E 16511, E1381, E1901.a, Tab. 2) war in ihrer Induktionsleistung 
der entsprechenden, nach dem Phenolverfahren gewonnenen Fraktion 
(PhePy, Tab. 1) sehr ahnlich. Es wurden nicht oder nur wenig pig- 
mentierte Rumpfinduktionen mit groBen Muskelsegmenten gebildet, 
ferner auch Schwanzinduktionen (Abb. 3). Das Ergebnis der _histo- 





Abb. 3. Molchlarve von rechts ventral, 11,3fach vergréBert. Starke mesodermale 
Induktion ventral in der hinteren Rumpfhalfte, bestehend aus Rumpfstiick mit 
Muskelmassen (Ru. i.) und Schwanz (Sch. i.) — Fraktion EPy. 





‘e all 7 = b)| Abb. 4. Haufigkeit und Menge der 
| |W YY durch die verschiedenen Fraktioner 
% 804 / ! | induzierten Organe. Die Hoéhe der 
/ V/A a Kolonnen gibt die Haufigkeit in %, 
YY IVATAVA bezogen auf die positiven Fille, die 
604 V/// IVAW __| Breite die geschatzte Menge der in- 
/ SY I] 13] V/) duzierten Gewebe an. Die Schraf- 
Q/ =}/ 'S) 4 pe 
, 2) S|) fs] VA fierung bedeutet mesodermales 
40; 2 g | (=| $| /$ x Gewebe. 
/ & || ,1S a S 7 nl ~ x 
Yi, =i] / | |S] | =| a) Frakt. PhePy (E125 11], E 121 
a VW NAVA | Is Lb, E 162 II); 
Yj II] | VA | b) Frakt. EPy (E 138 I, E 165 II). 
UY WALZ _| 
LLL J ‘ess a 


























logischen Untersuchung der Frakt. E 138 I und E 165 II ist in Abb. 4b 
zusammengefaBt. Die Induktionen bestehen vor allem aus Muskulatur, 
Vorniere und Chorda, also mesodermalen Geweben, meist in einer dem 
normalen Rumpfaufbau entsprechenden Anordnung. Gehirninduktionen 
wurden in keinem Fall gefunden. 58°, der Induktionen enthielten 
auBerdem ein mehr oder weniger gut ausgebildetes Neuralrohr. Der 
neurale Anteil ist doppelt so hoch wie bei Fraktion PhePy (28%), im 
Verhaltnis zum mesodermalen Anteil aber gering. 
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Die Ausbeute beim Essigsdiure-Pyridin-Verfahren ist wesentlich 
hoher als beim Phenol-Pyridin-Verfahren, doch ist die Fraktion noch 
inhomogen, wie Untersuchungen mit der Ultrazentrifuge zeigten (s. 
unten). 

Die bei der Pyridinfraktionierung entstehende Fallung (Fraktion E138 II1, 
E 161 III) induzierte neben Riimpfen und Schwanzen auch in etwa 25% der Fille 
Gehorblasen, also deuterencephal. Muskelsegmente waren mit der binokularen 
Lupe nicht zu erkennen. 

Die Pyridinfallung lieB sich bei pa3 in Wasser und in 70proz. Alkohol nur 
zu einem Teil lésen. Wahrend der Riickstand praktisch unwirksam war, induzierte 
der lésliche Teil spinocaudal (Fraktion E 138112; E163 1V), jedoch wie die 
entsprechende Fraktion beim Phenol-Pyridin-Verfahren weniger haufig und 
weniger ausgepragt mesodermal als die Hauptfraktion. 

Nach 11,stdg. Zentrifugieren bei 160000 xg war der mesodermale Induk- 
tionsstoff noch in den oberen 2 Dritteln der Zelle enthalten. Hierbei wurden alle 
Molekiile mit einem Molekulargewicht > 350000 aus den oberen 2 Dritteln der 
Lésung abgeschleudert. — Fiir die Berechnung wurde ein Reibungsverhiltnis f/fo 
von 1,6 (s. unten) angenommen. 

Bei der Extraktion des Acetontrockenpulvers mit Essigsiure ver- 
blieb ein dunkler Riickstand (ERii, s. Schema 2), der nochmals mit 
0.9proz. NaCl gewaschen und dann mit Natronlauge bei pu 10 extra- 
hiert wurde. Ein kleiner Teil des Riickstandes léste sich und konnte 
aus dem zentrifugierten Extrakt bei pu 6,6 mit Alkohol wieder gefallt 
werden. Die Fallung (E 165 I1V und E212 1V Tab. 2) induzierte vor- 
wiegend archencephal (Augen, Haftfaiden), daneben auch deuteren- 
cephal (Gehérblasen, Gehirnfragmente). Durch die Extraktion des 
Acetontrockenpulvers mit Essigsiure kénnen also vorwie- 
gend mesodermal induzierende von vorwiegend neural in- 
duzierenden Fraktionen getrennt werden. 


III. Eigenschaften der mesodermal induzierenden Stoffe 


1. Ultraviolettabsorptionsspektren: Das UV-Spektrum des 
nach dem Phenol-Pyridin-Verfahren gewonnenen, mesodermal indu- 
zierenden Stoffes (PhePy) wurde bei verschiedenem pr gemessen 
(Abb. 5). Die Substanz hat ein charakteristisches Protein-Spektrum mit 
Maximum bei 277 mu (pu 3,6). Bei px 10 ist das Maximum um etwa 
2 my nach langeren Wellenlingen verschoben. — Der nach dem Essig- 
siure-Pyridin-Verfahren gewonnene mesodermale Induktionsstoff (EPy) 
hat ebenfalls ein Proteinspektrum (Maximum: 277—278 my bei pu 3,6; 
290 mu bei px 11,5). — Die von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhangige Verschiebung der Spektren ist bei beiden Stoffen volistandig 
reversibel. Die Rotverschiebung des Spektrums bei alkalischer Reaktion 
ist durch die Dissoziation der Tyrosinreste bedingt*®. 

2. Elektrophoretische Untersuchung von Fraktion PhePy: 
Nach dem Phenol-Pyridin-Verfahren hergestellte Fraktionen wurden 
4 J. L.Crammer u. A. Neuberger, Biochem. J. 37, 302 [1943]. 

5 Ch. Tanford, J. D. Hauensteinu. D. G. Rands, J. Amer. chem. Soc. 77, 
6409 [1956]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 314 12 
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Abb. 5. Absorptionsspektrum eines nach dem Phenol-Pyridinverfahren gewonnenen 
mesodermalen Induktionsstoffes (Fraktion PhePy). 
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Abb. 7. 


Elektrophorese von Fraktion PhePy (Pyridin-losliche Fraktion), aufstei- 
gender Schenkel. 0,lm Glykokollpuffer, py 3,6; 9,8 Volt/em; 90 Min. 


raktion PhePy. 180 Min.; 48000 U/Min. 


Abb.8. Abhangigkeit der Sedimen- 
tationskonstanten s von der Protein- 
konzentration. 
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nach verschiedenen Reinigungsschritten elektrophoretisch untersucht. 
Vor der Fraktionierung mit Pyridin waren in 0,lm Glykokollpuffer, 
pu 3,6, zwei zur Kathode wandernde Komponenten sichtbar, von denen 
die schnellere etwa 1/,, die langsamere 2/, der gesamten Substanz aus- 
machte. Nach der Fraktionierung mit Pyridin zeigte Fraktion PhePy 
(pyridinlésliche, mesodermal induzierende Fraktion) eine Haupt- 
komponente und daneben noch eine sehr viel kleinere, nur wenig lang- 
samer wandernde zweite Komponente (Abb. 6). In Veronalpuffer, pu 8,6 
(u = 0,06), wanderte Fraktion PhePy zur Anode. Dabei erfolgte Auf- 
trennung in eine Hauptkomponente und zwei kleinere Komponenten, 
von denen die eine etwas schneller, die andere langsamer wanderte als 
der Hauptgradient. 

3. Sedimentationsversuche*: Der nach dem Phenol-Ver- 
fahren gewonnene pyridinlésliche Stoff (PhePy) zeigte in der analy- 
tischen Ultrazentrifuge nur eine Bande (Abb. 7). Die Sedimentations- 
konstante der in 0,lm Glykokoll-Puffer. px 3,6, gelésten Substanz ist 
relativ stark von der Konzentration abhangig (s. Abb. 8). Die extra- 
polierte Konstante betragt lim, 859, H,0= 2.5 Svedberg. 

c_—> 


Die nach der Essigsiuremethode gewonnene pyridinlésliche 
Fraktion EPy ist bei der Untersuchung in der Ultrazentrifuge inhomo- 
gener als die nach dem Phenolverfahren gewonnene Frakt. PhePy. Sie 
enthalt noch Komponenten mit héherem und mit niedrigerem Molekular- 
gewicht als Frakt. PhePy. 

4. Viskositatsmessungen: Es ist noch nicht sicher, ob die 
Hauptkomponente von Fraktion PhePy mit dem mesodermalen In- 
duktionsstoff identisch ist (vgl.-Diskussion). Doch war es von Interesse, 
das ungefaihre Molekulargewicht der Hauptkomponente zu bestimmen. 
Hierzu wurden auBer der Sedimentationskonstanten Viskositaétsmessun- 
gen herangezogen. Diese erméglichen auBerdem Riickschliisse auf die 
Molekiilgestalt. 

Die Substanz wurde in 0,1m Glykokollpuffer, py 3,6, gelést und zur Besei- 
tigung von hochmolekularen Aggregaten,| die sich besonders beim Fallen und 
Wiederauflésen der Substanz bilden, 1 Stde. zentrifugiert (140000 xg). Die Vis- 

ve . + oe es x 
kositatsmessungen wurden mit dem Uberstand ausgefiihrt. Fiir Frakt. Phe Py 
ergab sich als Viskositatszahl [7 ] lim (7jsp/¢) 16,5 (7 = Viskositat der Lésung; 
Cc=—> 
No = Viskositaét des Lésungsmittels; nsp = 7/9 — 1 = spezif. Viskositat; ¢ — nicht 
hydratisiertes Protein in g/cm*). 

Nimmt man fiir das spezifische Partialvolumen des Proteins V = 0,75 cm3/g 
an, so ist das Viskositatsincrement [7]/V = 22,0. 

Die hohe innere Viskositaét deutet darauf hin, daB die Feinstruktur 
des Protein bei der Phenolextraktion veraindert wurde und ein lang- 

* Die ersten Versuche wurden im Max-Planck-Institut fiir Virus- Forschung, 
Tiibingen, ausgefiihrt. Herrn Professor Dr. Schramm méchten wir hierfiir herzlich 
danken. 
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gestrecktes Molekiil mit teilweise entfalteter Polypeptidkette ent- 
standen ist*. 

Nach der Theorie von Simha® errechnet sich aus dem angegebenen 
Viskositatsinkrement fiir ein langgestrecktes ellipsoides Molekiilmodell 
das Achsenverhaltnis a/b = 13,8**, und aus diesem nach Perrin® der 
Reibungsquotient f/f, = 1,72. Setzt man diesen Wert in die Gleichung 


m(1— Vo)-D m(1— Vo) 





= 





er 
k-T 6-a-n:f fo: m'/*\/3/(4710’) 


ein, so erhalt man M = 49900. (MJ = m-Ny, = Mol.-Gew. des nicht 
hydratisierten Proteins, @ = spezif. Gewicht des Lésungsmittels, 9’ = 
spezif. Gewicht des Proteins, D = Diffusionskoeffizient, k = Boltz- 
mann-Konstante, 7’ = absol. Temperatur, Ny, = Loschmidtsche Zahl), 

Wie weit das bei der Berechnung von f/fo aus dem Viskositaétsinkrement 
verwendete Verfahren auch auf das mit Phenol behandelte Protein anwendbar 
ist, bedarf noch der Klarung. Der angegebene Wert fiir das Molekulargewicht 
kann deshalb nur als Naherungswert betrachtet werden und bedarf noch der 
Kontrolle durch Diffusions- und osmotische Messungen. 

So kommen Scheraga und Mandelkern!® auf Grund theoretischer Be- 
trachtungen zu dem Ergebnis, daB bei der Denaturierung (durch Harnstoff) keine 
langgestreckten Molekiile entstehen, sondern das Molekiil durch mehr oder weniger 
isotrope Schwellung infolge Aufnahme von Lésungsmittel zu einem voluminésen 
Ellipsoid mit groBem effektivem Volumen wird, dessen Achsenverhaltnis sich von 
dem des nativen Proteins nicht wesentlich unterscheidet. Die Berechnungsmethode 
von Scheraga und Mandelkern ist allerdings in hohem MaBe von experimen- 
tellen Fehlern bei der Bestimmung der einzelnen physikalischen Konstanten 
abhangig. 

Bei der reversiblen Denaturierung von Albuminen im sauren Gebiet tritt 
nach Tanford und Mitarbeitern™ sowie Phelps und Cann" ebenfalls vor aller 
eine Schwellung des Molekiils ein. — Inwieweit dies auch bei der Denaturierung 
mit Phenol der Fall sein kénnte, ist nach den vorliegenden Messungen noch nicht 
zu bestimmen. 

5. Kohlenhydratgehalt: Nach 1!,stdg. Zentrifugieren von 
Frakt. PhePy bei 140000 x g hatte die aus dem Uberstand zuriick- 
gewonnene Fraktion einen Kohlenhydratgehalt von ~ 1,5% (vgl. S. 170). 

* Ein Anstieg der inneren Viskositat wurde auch bei der Denaturierung von 
Proteinen mit Harnstoff beobachtet®’. 

** Das tatsachliche Achsenverhaltnis des solvatisierten Molekiils ist kleiner, 
kann aber nicht berechnet werden, da der Solvatationszustand des Molekiils nicht 
bekannt ist. 

6 H. Neurath u. A. M.Saum, J. biol. Chemistry 128, 347 [1939]. 

7 M.Sela, G. B. Anfinsen u. W.F. Harrington, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 26, 502 [1957]. 

8 R.Simha, J. physic. Chem. 44, 25 [1940]; s. auch J. T. Edsall in 
H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins IB, S. 549 und zwar S. 688, New 
York 1953. 

® F. Perrin, J. Physique Radium (7) 5, 497 [1934]; (7) 7, 1 [1936]. 

10 H. A. Scheraga u. L. Mandelkern, J. Amer. chem. Soc. 75, 179 [1953]. 

1 Ch. Tanford, J.G. Buzzell, D.G. Rands u. 8S. A. Swanson, J. Amer. 
chem. Soc. 77, 6421 [1956]. 

#22 R.A. Phelps u. J. R. Cann, Arch. Biochem. Biophysics 61, 51 [1956]. 
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Frakt. PhePy kann durch wiederholtes Fallen und Umfillen 
bei pu 5,7 mit und ohne Zusatz von Alkohol (1 Vol.) in 2 Fraktionen 
mit verschiedenem Kohlenhydratgehalt zerlegt werden. Die ohne Al- 
koholzusatz bei pu 5,7 ausfallende Fraktion hat einen geringeren 
Kohlenhydratgehalt (0,85%) als die durch Alkohol gefallte Fraktion 
(1,85%). Es ist aber noch nicht sicher, ob die Kohlenhydrate fest an 
die Proteine gebunden sind, also eine Trennung verschiedener Proteide 
mit verschiedenem Kohlenhydratgehalt durch die Fraktionierung mit 
Alkohol erreicht werden kann, oder ob nur Kohlenhydratverunreini- 
gungen in verschiedenem MaBe von den Fallungen mitgerissen werden. 


IV. Fraktionierung von Embryonalextrakt mit Protamin- 
sulfat und Streptomycinsulfat 
Trennung von Hinterkopf- 
und Rumpf-Schwanzinduktoren 

Bei der oben beschriebenen Aufarbeitung von Hiihnerembryonen 
mit Phenol oder 95proz. Essigséure ist nicht zu entscheiden, ob der 
mesodermale Faktor in dem Embryonenhomogenat als Nucleoproteid, 
welches bei der Aufarbeitung erst gespalten wird, oder als Protein vor- 
liegt. Wir haben deshalb aus hochtourig zentrifugiertem Embryonal- 
extrakt mit Streptomycinsulfat* oder Protaminsulfat die Nucleo- 
proteide gefallt (Schema 3 und 4). Die tiberstehenden Lésungen, welche 
also keine oder nur noch sehr wenig Nucleoproteide enthalten, wurden 
mit 3 Vol. Alkohol versetzt und die dabei entstehenden Fallungen aus- 
getestet (Streptomycinsulfat-Uberstand: E 158 1; Protaminsulfat-Uber- 
stand: E 158 II, Tab. 3). Wie aus Tab. 3 hervorgeht, wurden vor allem 
Rumpf-Schwanz-(spinocaudale) Induktionen hervorgerufen. Der Uber- 
stand der Streptomycinsulfatfallung (E158 1) induzierte auBerdem in 
einigen Fallen Gehérblasen (deuterencephal). 

Der Uberstand der Nucleoproteidfallung enthalt auBer spinocau- 
dalen aber auch Vorderkopf-(archencephal) induzierende Faktoren. Die 
archencephale Induktionsfahigkeit tritt erst nach dem Erhitzen auf 100° 
hervor, wahrend die spinocaudale Induktionswirkung dabei verloren 
geht. So konnte aus dem Uberstand der Protaminsulfatfallung durch 
Fallen mit 3 Vol. Aceton und mit Ammoniumsulfat (57proz. Sattigung) 
sowie 5 Min. langes Erhitzen der Ammoniumsulfatfallung eine vorwiegend 
Augenfragmente und Frontaldriisen induzierende Fraktion gewonnen 
werden (E 69 II und III; Tab. 3). Sie hatte ein flaches Maximum der 
UV-Absorption bei 270 my (px 4) bzw. 280 my (px 9) und ein Minimum 
bei 240—260 mu. 

Aus den Versuchen folgt, daB sowohl spinocaudal als auch 
archencephal induzierende Stoffe in den Homogenaten zum 
Teilin nicht an Nucleinsaéure gebundener Form vorkommen. — 
Hierfiir sprachen auch schon unsere friiheren Versuche, bei welchen 

* Fiir die Uberlassung von Streptomycinsulfat sind wir den Farbenfabri- 
ken Bayer, Wuppertal-Elberfeld, zu groBem Dank verpflichtet. 
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Homogenat (9 Tage alte Hiihnerembryonen) 


+ 1 Vol. 0,9proz. NaCl-Lésung* ft 
30 Min. bei 16000 U/Min. (25000 x g) 
- ~ Riickstand verworfen 
4 
Uberstand 
mit 0,lnNaOH bis py7,2, 0,1 Vol. 0,2m Streptomycin- 
sulfat (py 7,2) zugefiigt, nach 3—4 Stdn. bei 16000 U/Min. 


zentrifugiert 
> Uberstand 

| 36 Stdn. gegen Wasser dialysiert, 4 
ee ° 368 triibe Lésung bei py 6.5 mit 2V 
Nucleoproteidfallung | 7 Alkohol gefiillt 

3mal mit 0,02m Streptomycin im Homogenisator = 

gewaschen, in Phosphatpuffer, py 7,5**, suspen- -_» Uberstan 

diert und 24 Stdn. gegen Phosphatpuffer, dann Pe ' ? ae 

20 Stdn. gegen Boratpuffer** dialysiert; 1 Stde. Fallung 3mal mit verwortfen 


bei 18000 U/Min. (2:000 x g) zentrifugiert 70% Alkohol gewaschen 


E 158 I: 


U “ , ‘ . ° 

berstand Ruckstand — yorwiegend spinocaudal 
bei p.: 6,6 —6,8 Zusatz von 3 Vol. verworfen iS LAOS x =a 
Alkohol 


en Pd * Bei der Fraktionierung von Kall 
Fillung 3mal mit 70proz. Alkohol gewaschen leber wurden 100 g Leber mit 200 cn 
| 0,°pr z. NaCl-Lésung und Eisbrei 5 Mir 


‘ ' 
een rey eee ro a (oo im Multimix homogenisiert. 
Gereinigte Nucleoproteide Ube rstand t Zur Gewinnung von Fraktion E 8 
verworfen wurden die Embryonen mit 1 Vol. Was: 
7 ] homogenisiert. 
E 132, E89 I: ** (,1m Na-Phosphat + 0,2m Nat 
vorwiegend deuterencephal Pu 7,5; baw. 0,02m Na-Borat + 0,3m Nal 
" J Pi 6,0. 


Schema 3. Fraktionierung von Embryonalextrakt mit Streptomycinsulfat. 
g ; I k 


Homogenat 


30 Min. 25000 U/Min. 
« 1 
| | 
Uberstand Riickstand 
bei py 5,8—6,0 mit 2proz. Protaminsulfat verworfen 
volistandig gefiillt 


} 


y t 
Uberstand Riickstand 
36 Stdn. gegen Wasser dialysiert, verworfen 
bei py 6 mit 3 Vol. Alkohol gefillt 


Fillung 3mal mit 70proz. Alkohol gewaschen { 
1 Uberstand 


verworfen 


E 158 II: spinocaudal 


Schema 4. Fraktionierung von Embryonalextrakt mit Protaminsulfat. 
5 e 
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Tab. 3. Induktionsleistung von Fraktionen, gewonnen nach Fallung mit Protamin- 
sulfat und Streptomycinsulfat. 
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nach Ausfallen des Hauptteiles der Nucleoproteide bei pu 4,5 aus der 
iiberstehenden Lésung spinocaudal induzierende Fraktionen gewonnen 
werden konnten!. 


Weitere Verarbeitung der mit Streptomycinsulfat 

gefallten Nucleoproteidfraktion aus Hiihnerembryonen 

Die weitere Reinigung der mit Streptomycinsulfat ausgefallten 
Nucleoproteide ist in Schema 3 angegeben. Die Nucleoproteide in- 
duzierten in 60—65% der Falle vor allem deuterencephal und 
nur schwach spinocaudal. Meist wurden nur kleine und mittelgroBe 
Induktionen gebildet (Fraktion E 132 und E 89 I, Tab. 3). Nach 3 Min. 
langem Erhitzen auf 96° bei px 7,2 wurden von der Nucleoproteid- 
fraktion auch Augenfragmente,. also archencephale Organe, induziert 
(EK 89 II, Tab. 3). 

Das UV-Absorptionsspektrum der Nucleoproteide hat ein fiir 
Nucleinsiuren charakteristisches Maximum bei 260 my (L5g9/ £469 = 0,65). 
Elektrophoretisch war das Nucleoproteid nicht einheitlich, es konnte 
in mindestens 3 Komponenten aufgetrennt werden (Phosphat-Puffer, 
pu 7,4; w = 0,100). 


Ribonucleoproteidfraktion aus Kalbsleber 

Aus Kalbsleber wurde durch Fallen mit Streptomycinsulfat nach 
dem oben beschriebenen Verfahren ebenfalls eine Nucleoproteidfraktion 
gewonnen. Sie induzierte in 80% der auswertbaren Fille. Vor allem 
wurden deuterencephale Induktionen gebildet. 60% der Fille hatten 
schon makroskopisch sichtbare Gehérblasen (Le 1, Tab. 3). 

Das Nucleoproteid zeigte bei der Elektrophorese (Phosphatpuffer, 
pu 7,4, w = 0,100) neben der Hauptkomponente nur noch eine sehr 
kleine, langsamer wandernde Nebenkomponente. Bei der Untersuchung 
mit der Ultrazentrifuge erwies sich die Fraktion als nicht vollstandig 
cinheitlich. Sie bestand aus einer Hauptkomponente (s,, y,0 ~ 5,5 Sved- 
berg fiir eine 0,4proz. Losung) und zwei wesentlich schneller sedimen- 
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tierenden, also hGhermolekularen Komponenten, die nur in sehr geringer 
Konzentration vorhanden waren. Das Verhaltnis Ey¢9/F 6. fallt nach 
dem Zentrifugieren von 0,65 auf 0,62 ab. Durch das Zentrifugieren wird 
also eine nur wenig oder keine Nucleinséiure enthaltende Komponente, 
wahrscheinlich ein Protein oder Glykoproteid, abgetrennt. Die biolo- 
gische Aktivitat des Uberstandes nahm nach dem Zentrifugieren nicht ab. 


Streptomycin wurde erstmals von Cohen! zur Fallung von Ribonuclein- 
siure und Desoxyribonucleinsiure verwendet. Die Streptomycin-Nucleinsaure- 
Komplexe sind bei héherer Ionenstarke léslich. Sulfat- und Phosphationen hemmen 
die Fallung von Ribonucleinsiure. Streptomycin bildet nicht nur mit Nuclein- 
sdure, sondern auch mit anderen Substanzen unlésliche Komplexe; zu diesen 
gehéren Polysaccharidschwefelsiuren, Na-Metapolyphosphat und Phosphor- 
proteine!4, 


V. Methoden 


Die Substanzen wurden an Gastrulen von T'riton alpestris nach der Einsteck- 
methode von Mangold” ausgetestet. Haufigkeit und GréBe der mit wirksamen 
Stoffen erzielten Induktionen haingen in hohem MaBe auch von der GréBe und 
vor allem von der Beschaffenheit der Implantate ab. Deshalb wurden mdglichst 
gleichgroBe Stiicke und in gleicher Weise vorbehandelte Praparate implantiert. 
Gefriergetrocknete Substanzen wurden nochmals in méglichst wenig Wasser 
suspendiert, mit dem mehrfachen Vol. kalten Alkohols oder mit Ather/Alkohol 
2:1 gefallt, in der Kiihlzentrifuge hochtourig abzentrifugiert und im Vak. ge- 
trocknet. Alle anderen Fallungen wurden nach Waschen mit 70—90proz. Alkohol 
in gleicher Weise getrocknet. Insgesamt wurden etwa 4000 Testoperationen aus- 
gefiihrt. 

Die Viskositatsmessungen erfolgten mit einem Ostwald-Viskosimeter 
bei 20°, die Sedimentationsversuche mit einer Phywe-Ultrazentrifuge. 

Zur Bestimmung der Sedimentationskonstanten 8s wurde log x (x [em] = Ab- 
stand Drehachse-Bandenmaximum) gegen ¢ [Min.] aufgetragen und s nach der 
Formel 
2,303 « d log a/dt 


8 —— 
60 * ow 


berechnet (@ = Winkelgeschwindigkeit). 

Die elektrophoretische Untersuchung der Substanzen wurde in einer 
Tiselius-Apparatur mit Mikrokiivettensatz (Dr. Leis, Freiburg/Br.) vorgenommen. 

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Biuretmethode in der von 
Biicher und Mitarbeitern angegebenen Modifikation!*, 

Der Kohlenhydratgehalt der Proteinfraktionen wurde nach der Orcin- 
methode bestimmt!’. Die Methode gibt nach Untersuchungen von Gottschalk 
und Ada! auch bei Glykoproteiden einwandfreie Resultate. Da die einzelnen 
Zucker aber verschiedene Farbwerte geben und die in den untersuchten Stoffen 
enthaltenen ‘Kohlenhydrate noch nicht bekannt sind, konnten nur relative Werte 
ermittelt werden. Als Standard diente Mannose. 


18 §.§. Cohen, J. biol. Chemistry 168, 511 [1947]. 
14M. De Deken-Grenson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 157 
[1955]. 

15 OQ, Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. Entwicklungsmechan. 100, 198 
[1923]. 

16 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

17 R. J. Winzler in D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, II, 8. 290, 
Interscience Publ., New York 1955. 
18 A, Gottschalk u. G. L. Ada, Biochem. J. 62, 681 [1956]. 
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VI. Gewinnung der Fraktionen 


A. Gewinnung von Induktionsstoffen 
nach dem Phenol-Pyridin-Verfahren (vgl. Schema 1) 

1. Abtrennen der Zellkerne aus dem Homogenat: 180 cm’ 9 Tage alter 
Hiihnerembryonen, die sofort nach Entnahme aus dem Ei bei —20° eingefroren 
worden waren, wurden nach dem Auftauen mit 171 cm* Wasser und 9 cm? 0,1m 
Citronenséure 10 Min. portionsweise im Glashomogenisator homogenisiert. Nach 
20 Min. langem Zentrifugieren bei 2500 U/Min. (800 x g) hatten sich drei Schichten 
gebildet. Die obere rétliche Schicht (I) enthielt auBer den léslichen Zellbestand- 
teilen Mitochondrien und Mikrosomen. Die mittlere graue Zone enthielt vor allem 
Zellkerne, aber auch viele Mitochondrien (Phasenkontrastmikroskop). Sie wurde 
mit 180 cm* Wasser verriihrt. Die schmale untere, rétliche Zone bestand aus nicht 
vollstandig homogenisierten Gewebeteilen. Sie wurde nochmals homogenisiert und 
dann mit der mittleren Schicht vereinigt. Die vereinigten Schichten wurden 
25 Min. bei 2500 U/Min. zentrifugiert, der Uberstand (II) mit I vereinigt und der 
Riickstand mit 360 cm* Wasser verriihrt, durch vier Lagen Mull gegeben und 
30 Min. bei 2500 U/Min. zentrifugiert. Der Riickstand wurde verworfen, der Uber- 
stand (III) mit I und II vereinigt. Die vereinigten Uberstinde wurden 20 Min. 
bei 16000 U/Min. (25000 x g) zentrifugiert. Sowohl der Uberstand (IV) als auch 
die abzentrifugierten Mitochondrien und Mikrosomen enthielten den mesodermalen 
Induktionsstoff. Es erwies sich als zweckmabig, die beiden Fraktionen zunachst 
getrennt weiterzuverarbeiten, da bei der Extraktion des Gesamthomogenates mit 
Phenol von den denaturierten Proteinen, welche sich als dicke Schicht zwischen 
der waBrigen und der Phenolschicht abschieden, ein sehr groBer Teil der wirk- 
samen Substanzen eingeschlossen wurde. as 

2a) Ammoniumsulfatfillung und Phenolextraktion des Uber- 
standes: Uberstand IV wurde auf py 6,6 eingestellt (Glaselektrode), langsam festes 
Ammoniumsulfat eingerithrt (37 g/100 cm*) und die Lésung wieder auf py 6,6 ge- 
bracht. Die Lésung blieb iiber Nacht stehen und wurde dann 25 Min. bei 18000 U/Min. 
(28000 < g) zentrifugiert. Die Fallung wurde einmal mit 50proz. Ammonium- 
sulfatl6sung gewaschen, in 90 cm* Wasser aufgenommen und 15 Min. mit 110 cem 
90proz. Phenol bei 60° unter Riihren extrahiert. Nach dem Kiihlen im Eisbad 
wurde 20 Min. bei 16000 U/Min. zentrifugiert. Es bildeten sich 3 Schichten. Die 
Phenolschicht und die vor allem aus denaturierten Proteinen bestehende Mittel- 
schicht wurden nochmals mit !/, Vol. Wasser 5 Min. bei 60° extrahiert und 15 Min. 
bei 16000 U/Min. zentrifugiert. Obere waBr. Schicht und Mittelschicht wurden 
verworfen. Weiterverarbeitung der Phenolschicht I siehe unten. 

2b) Extraktion der Grana mit Phenol: Mitochondrien und Mikro- 
somen wurden in 20 cm* Wasser aufgenommen, die Suspension mit 0,in NaOH 
auf py9,5—10,0 eingestellt und 30 Min. bei 0° extrahiert. Nach dem Zentrifu- 
gieren (18000 U/Min. = 28000 x g) wurde der Riickstand nochmals mit 10 cm$ 
schwacher Natronlauge (pH9,5—10,0) 5 Min. bei 0° extrahiert und dann zentri- 
fugiert. Der Riickstand wurde verworfen. Die vereinigten Uberstande (50 em’) 
wurden auf px7,2 eingestellt (Glaselektrode) und mit 55 cm*® 90proz. Phenol in 
gleicher Weise wie Uberstand IV (s. unter 2a) extrahiert. Die dabei erhaltene 
Phenolschicht II wurde mit Phenolschicht {| vereinigt. Unter Riihren wurden 
‘/i99 Vol. gesattigte methanol. Na-Acetatlésung und 4 Vol. Methanol zugegeben. 
Die feinflockige Fallung blieb 10 Min. bei 0° stehen und wurde dann abzentrifu- 
giert. Die Fallung wurde einmal mit Methanol/Aceton 1:1, 5mal mit Aceton und 
einmal mit 5cm* kaltem Wasser gewaschen. Durch die Vorbehandlung mit 
Natronlauge konnte die Ausbeute an spinocaudalen Stoffen gegeniiber der direkten 
Extraktion der Granafraktion mit Phenol verbessert werden. 

Die Induktionsstoffe konnten aus der Phenolschicht auch direkt in waBr. 
Lésung iibergefiihrt werden: Zu 100 cm*® Phenolschicht gab man 50 cm? 0,1n HCl 
und dann unter Riihren bei 0° 4 Vol. Ather hinzu. Nach 15 Min. langem Riihren 
wurde zentrifugiert, die untere Schicht abgesaugt, 2mal mit Ather (peroxydfrei) 
gewaschen, auf py3 eingestellt und 2mal mit Chloroform-Octanol geschiittelt (siehe 
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unten). Das Verfahren bietet gegeniiber dem oben beschriebenen jedoch keine 
wesentlichen Vorteile. 

3. Schiitteln mit Chloroform/Octanol: Die Fallung wurde in 20 cm’ 
kaltem Wasser suspendiert und mit 2n HCl auf pq3 eingestellt. Es entstand eine 
viskose Lésung, die 20—30 Min. bei 18000 U/Min. zentrifugiert wurde. Der ge- 
ringe Riickstand wurde verworfen. Die Lésung wurde mit 1 Vol. Chloroform (pro 
narcosi)/Octanol 9:1 5 Min. unter N, bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach dem 
Zentrifugieren der Suspension schied sich zwischen der organischen und der waBr. 
Phase eine Schicht von denaturierten Proteinen ab, welche inaktiv waren. Die 
klare waBr. Schicht wurde nochmals in der gleichen Weise mit Chloroform/Octano! 
geschiittelt. Zu der waBr. Schicht wurde */,, Vol. lm Acetatpuffer py 3,7 zugefiigt, 
mit 2n Ammoniak auf py 5,7 eingestellt und 1 Vol. Alkohol (—15°) zugegeben. 
Die Fallung wurde nach 2stdg. Stehenlassen (—15°) bei —15° abzentrifugiert. 

4. Fraktionierung mit Pyridin: Die Fallung wurde in 10 cm® Wasser 
und 2,5 cm’ 0,5m Acetatpuffer aufgenommen (1,2—1,4proz. Proteinlésung) und 
mit 2n HCl auf py 1,5—2,0 eingestellt. Dann wurden 0,63 cm® Pyridin zugegeben 
(Endkonzentration 5%) und wieder auf py 1,5—2,0 eingestellt. Nach dem Zentri- 
fugieren (15 Min., 18000 U/Min.) wurde die iiberstehende Loésung (I) aufgehoben. 
Der Niederschlag wurde in 4 cm® 0,lm Acetatpuffer/HCl, px 1,5, zum Teil gelost 
und 20 Min. bei 18000 U/Min. zentrifugiert. Zur triiben tiberstehenden Lésung 
wurde soviel Pyridin zugefiigt, daf die Endkonzentration 5% betrug, wieder 
auf py 1,5 eingestellt, die Fallung 20 Min. bei 18000 U/Min. abzentrifugiert 
und der Uberstand (II) mit I der ersten Pyridinfraktionierung vereinigt. Bei einem 
Teil der Aufarbeitungen wurde die Fraktionierung mit Pyridin wiederholt. 

Die Uberstinde wurden mit 3,5n Ammoniak auf py5,7 eingestellt und fiir 
je 10 cm® 2,5 cm? gesétt. Ammoniumsulfatlésung und 2,8 g festes Ammoniumsulfat 
zugefigt. Die Fallung wurde nach mehrstdg. Stehenlassen bei —10° abzentri- 
fugiert, 24 Stdn. gegen Wasser dialysiert und dann gefriergetrocknet. Ausbeute 
~25 mg." 

Der Riickstand der Pyridinfallung wurde ebenfalls auf py5,7 eingestellt und 
dialysiert. Ausbeute 125 mg. Soweit nicht anders angegeben, wurde die Auf- 
arbeitung bei 0° bis +4° vorgenommen. 

Bei einem Teil der Versuche wurden die vereinigten Uberstande der Pyridin- 
fallung nach Einstellen auf pp4 ohne vorherige Ammoniumsulfatfallung dialysiert 
und dann gefriergetrocknet. Diese Fraktionen waren ebenso wirksam wie die mit 
Ammoniumsulfat gefallten. 

Wahrend der mesodermale Induktionsstoff in nicht gereinigtem Zustand recht 
bestandig ist, ist er nach der Phenolextraktion viel empfindlicher. Die weitere 
Aufarbeitung nach der Phenolextraktion muSte deshalb ohne Unterbrechung 
durchgefiihrt werden. 


B. Gewinnung eines mesodermalen Induktionsstoffes durch wieder- 
holtes Schiitteln mit Chloroform/Octanol 


Die Substanz wurde wie beschrieben mit Phenol extrahiert und bei pR3 ge- 
lést (s. Abschnitt A, 1--3). Die Lésung wurde dann 6mal je 10 Min. bei Raum- 
temperatur kraftig mit der Hand (Fraktion E 204 II) oder 3mal je 30 Min. mit 
der Maschine (Fraktion E 207 II) mit jeweils dem gleichen Vol. Chloroform 
Octanol 9:1 unter N, geschiittelt und zentrifugiert. Nach dem letzten Schiitteln 
wurde die waBr. Schicht mit 2n Ammoniak auf px 5,7—6,0 eingestellt, die Fallung 
nach mehrstdg. Stehenlassen abzentrifugiert und 2mal mit 70proz. Alkohol ge- 
waschen. Der Uberstand der pq 5,7-Fallung wurde 2mal mit peroxydfreiem Ather 
extrahiert und dann gefriergetrocknet. Zum dabei erhaltenen Riickstand wurden 
2 mg y-Globulin in 0,02 cm? 0,1proz. NaCl zugegeben und mit 2 cm? Ather/Alkoho! 
2:1 gefallt. Die Fallung wurde in méglichst wenig Phenol gelést, mit Ather/Alko- 
hol 4:1 wieder gefallt und 5mal mit Ather/Alkohol gewaschen. Diese Fraktion 
war wesentlich weniger wirksam als Fraktion KE 204 II. — Kontrollversuche zeigten, 
daB y-Globulin allein keine Induktionswirkung besitzt. 
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C. Gewinnung einer mesodermal induzierenden Fraktion nach dem 
Essigsaure-Pyridin- Verfahren (vgl. Schema 2) 


1. Gewinnung von Acetontrockenpulver: 100 cm® 9 Tage alter Hiihner- 
embryonen wurden unter Eiskiihlung homogenisiert, dann zu dem Homogenat 
im Eisbad 400 cm’ kaltes Aceton langsam zugefiigt. Die Temperatur soll dabei 
nicht iiber + 5° steigen. Nach 4stdg. Stehenlassen bei 0° wurde die Fallung ab- 
zentrifugiert, einmal mit Aceton gewaschen und bei 0° im Vak. der Wasserstrahl- 
pumpe getrocknet. Ausbeute 4,5 g. Schairferes Trocknen bei héherer Temperatur 
ergab bei der weiteren Aufarbeitung schlechtere Ergebnisse. 

2. Extraktion mit Essigsaiure: Das Acetontrockenpulver aus 100 cm?* 
Embryonen wurde in 75 cm’ 95proz. Essigsiure bei 40° langsam eingeriihrt. Nach 
10 Min. langer Extraktion unter N, wurde 5 Min. bei 5000 U/Min. zentrifugiert 
und der Riickstand noch einmal unter gleichen Bedingungen mit 50 cm* 95proz. 
Essigsiure extrahiert. Zu den vereinigten Uberstanden wurden dann 1,5 Vol. 
Aceton zugefiigt, die Fallung abzentrifugiert und verworfen. Zu dem klaren Uber- 
stand wurden 2 Vol. peroxydfreier Ather gegeben. Um eine feinflockige Fallung 
zu erhalten, soll die Zugabe des Athers méglichst schnell unter méBigem Riihren 
erfolgen. Die Fallung wurde 6—8mal mit Ather, 2mal mit Aceton und einmal mit 
2—3 em’ kaltem Wasser gewaschen. 

3. Schiitteln mit Chloroform/Octanol: Die Fallung wurde in 15 cm® 
Wasser aufgenommen und mit 2n HCl auf px3 gebracht. Dabei léste sich ein Teil 
der Fallung. Nach dem Zentrifugieren konnte ein weiterer Anteil des Riickstandes 
durch nochmalige Extraktion mit 7,5 cm? und 4 cm? Wasser bei pyH2,5—3,0 in 
Lésung gebracht werden. Die vereinigten Uberstande wurden dann, ebenso wie 
im Abschnitt A 3 beschrieben, mit Chloroform/Octanol geschiittelt und bei py5,7 
wieder gefallt. 

4. Fraktionierung mit Pyridin: Die Fallung wurde mit Wasser auf 11 cm* 
aufgefiillt, 2,75 cm* 0,5m Acetatpuffer (vgl. A 4) zugegeben (1,5proz. Proteinlésg.) 
und mit 2n HCl auf py1,5—2,0 gebracht. Nach Hinzufiigen von 0,7 cm* Pyridin 
und Wiedereinstellen auf py 2,0 entstand ein Niederschlag, der abzentrifugiert 
und in 6 cm® 0,lm Acetatpuffer/HCl, pq 1,5, aufgenommen wurde. Nach dem 
Zentrifugieren (20 Min., 18000 U/Min.) wurden zum Uberstand 0,33 cm? Pyridin 
zugegeben, px 1,5 eingestellt, zentrifugiert und der Uberstand mit dem ersten 
Uberstand vereinigt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte in gleicher Weise wie beim 
Phenolverfahren*. 

Die Ausbeute an pyridinléslicher Fraktion betrug 80—100 mg, an Riickstand 
40—80 mg. Alle Schritte, soweit nicht anders vermerkt, wurden bei 0° bis + 4° 
ausgefihrt. 

Da die mit Essigsiure extrahierten Proteine ebenso wie die mit Phenol 
extrahierten labil sind, sollen die einzelnen Schritte méglichst ohne Unter- 
brechung ausgefiihrt werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Durch weitere Reinigung eines friiher aus Hiihnerembryonen ge- 
wonnenen, vollstandige Riimpfe und Schwanze (spinocaudal) induzieren- 
den Faktors konnte ein Stoff isoliert werden, welcher fast ausschlieBlich 
mesodermal, also Muskulatur, Niere und Chorda induzierte. Der Anteil 
an neuralem Gewebe war bei den Induktionen sehr gering. Vielleicht 
wird dieses erst sekundar durch die primar gebildeten mesodermalen 
Organe induziert. Jedoch enthalt die Fraktion wahrscheinlich noch eine 

* Anm. b. d. Korr.: Eine weitere Reinigung ist durch wiederholte Fallung 
bei pp 5,9 méglich. 
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schwache nenrale Komponente als Verunreinigung, da sie nach Inakti- 
vieren des mesodermalen Faktors durch Erhitzen bei py 7,6 eine geringe 
neurale Wirksamkeit zeigte. Doch kénnte auch dem mesodermalen 
Faktor selbst eine schwache neurale Wirksamkeit zukommen. Eine 
Entscheidung hieriiber kann erst die endgiltige Reindarstellung des 
Faktors bringen. 

Es steht jedoch fest, dai mesodermale Faktoren und deuterence- 
phale Faktoren praparativ zu trennen sind. Wahrend der mesodermale 
Faktor Proteinnatur besitzt, waren die besten bisher isolierten deuter- 
encephalen Induktionsstoffe in der Nucleoproteidfraktion enthalten. 
Besonders wirksam war eine aus Zellkernen isolierte Fraktion®, waih- 
rend ein aus hochtourig zentrifugiertem Embryonalextrakt mit Strepto- 
mycin gefalltes Ribonucleoproteid in etwas geringerem Prozentsatz 
ebenfalls deuterencephal induzierte. Die von diesen Fraktionen hervor- 
gerufenen Induktionen enthielten nur noch wenig mesodermales Gewebe. 

Die weit iiberwiegende Hauptkomponente des mesodermalen Fak- 
tors bildet ein Protein (M ~ 50000), dessen Identitét mit dem In- 
duktionsstoft aber noch nicht sicher ist. HGhermolekulare Anteile waren 
in der Ultrazentrifuge nicht nachzuweisen. Die Bestandigkeit des Faktors 
gegen Phenol und konzentrierte Essigsiure wihrend des Fraktionierungs- 
vorganges spricht ebenfalls gegen ein sehr hohes Molekulargewicht. 

Es ware noch in Betracht zu ziehen, da es sich um ein Polypeptid 
handeln kénnte, zumal Polypeptide mit Proteinen stabile Symplexe 
bilden, aus denen sie sich praiparativ schwer abtrennen lassen. Noch 
nicht abgeschlossene Dialyseversuche, welche unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen ausgefiihrt wurden, zeigten aber, daB Frakt. EPy 
bei pu 3 durch Visking-Celluloseschliuche nur sehr langsam dialysiert. 
Da unter denselben Versuchsbedingungen auch Eialbumin (M ~ 40000) 
zu einem geringen Teil durch die Dialysemembran hindurchtritt, sprechen 
die Dialyseversuche eher wieder dafiir, daB es sich um ein Protein und 
nicht um ein Polypeptid handelt. 

Enzymatische Versuche zeigten ebenfalls, da der mesodermale 
Fraktor Protein-(oder Polypeptid-)natur hat. Wie wir friiher fanden, 
wird der Faktor durch Hydrolyse mit Pepsin! oder Trypsin? inaktiviert. 
Nach Behandlung mit Ribonuclease nahmen die spinocaudale und die 
deuterencephale Induktionswirkung dagegen nicht ab!®. Zu dem gleichen 
Ergebnis kamen auch Englander, Johnen und Vahs?°. 

Nach Versuchen von Yamada, Takata und Osawa”! hat auch 
der von Toivonen” erstmalig beschriebene mesodermale Faktor im 
Meerschweinchenknochenmark Proteinnatur. 

19 Y. Hayashi, Embryologia 2, 145 [1955]. 


20 H. Englander, A.G.Johnen u. W. Vahs, Experientia [Basel] 9, 100 
[1953]. 


4 


T. Yamada, K. Takata u. 8S. Osawa, Experientia [Basel] 14, 81 [1958]. 
S. Toivonen, Arch. Soc. Zool. Bot. fennice Ser. A 55, 5 [1940]. 
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Frau R. Lackschewitz danken wir fiir die geschickte Hilfe bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Aus 9 Tage alten Hiihnerembryonen wurde durch Fallung mit 
Ammoniumsulfat, Extraktion mit Phenol und Fraktionierung mit 
Pyridin eine Proteinfraktion gewonnen, welche in der prasumptiven 
Bauchhaut von Molchkeimen mesodermal (Muskulatur, Niere und 
Chorda) und nur sehr schwach neural induziert. Bei der Elektrophorese 
erfolgte Auftrennung in eine Hauptkomponente und zwei in viel gerin- 
gerer Menge auftretende Komponenten. Das Molekulargewicht der 
Hauptkomponente betrigt nach Sedimentations- und _ Viskositits- 
messungen etwa 50000. 

Nach einem zweiten Verfahren wurde aus dem <Acetontrocken- 
pulver von Hiihnerembryonen durch Extraktion mit 95proz. Essigsaure 
und fraktionierte Fallung mit Aceton, Ather und Pyridin eine ebenfalls 
vorwiegend mesodermal induzierende Proteinfraktion gewonnen. Der 
Riickstand induzierte nach der Extraktion mit Essigsiure vor allem 
Vorderképfe (archencephale Induktion). 

Nach Ausfallen von Nucleoproteiden aus hochtourig zentrifugiertem 
Embryonalextrakt mit Streptomycinsulfat oder Protaminsulfat blieben 
die spinocaudalen Induktionsstoffe gelést. Sie sind also im Embryonal- 
extrakt nicht an Nucleinsiuren gebunden. 

Die mit Streptomycin ausgefallten Nucleoproteide induzierten vor 
allem Hinterképfe (deuterencephale Induktionen). Ein ebenfalls Hinter- 
kopfe induzierendes Nucleoproteid wurde nach der gleichen Methode 
aus Kalberleber gewonnen. 


Summary 


A protein fraction was obtained from 9-day old chick embryos by 
precipitation with ammonium sulphate, extraction with phenol and 
fractionation with pyridine. This fraction induces mesoderm (muscle, 
kidney and notochord) and very weakly neural tissue in the presumptive 
bellycoat of salamander blastula. By electrophoresis, separation into 
a major component and two components present in much lower 
amounts was obtained. The molecular weight of the major component, 
alculated from sedimentation and viscosity measurements, was about 
50000. 

In a second procedure a protein fraction was obtained from the 
acetone-dried powder of chick embryos by extraction with 95% acetic 
acid and stepwise precipitation with acetone, ether and pyridine. This 
fraction also induced mainly mesoderm. The residue after extraction 
with acetic acid induced mainly anterior heads (archencephalic induc- 
tion). 
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When nucleoproteids were precipitated with streptomycin sulphate 
or protamine sulphate, from embryonic extract, which had previously 
been centrifuged at high speed, the spinocaudal inducers remained in 
solution. They are, therefore, not bound to nucleic acids in the embryonic 
extract. 

The nucleoproteids precipitated by streptomycin induced mainly 
posterior head formation (deuterencephalic inducers). A nucleoproteid 
also inducing posterior head formation was obtained from calf liver by 
the same method. 
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Die Hemmung der Lipamieklarungsreaktion durch Heparin 
Methode zur Bestimmung von Heparin 
Von 
Erwin Konig, Walter Seitz und Nepomuk Zéliner 


Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitit Miinchen 
Direktor: Prof. Dr. Walter Seitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1958) 


Plasma, das durch resorbierte Nahrungsfette getriibt ist (alimen- 
tire Lipamie), kann in vivo durch die intravenése Injektion von Heparin 
in wenigen Minuten geklirt werden!. Eine Klarung in vitro ist méglich, 
wenn dem lipamischen Plasma ein Plasma zugesetzt wird, das einem 
Spender kurz nach intravenéser Heparininjektion entnommen wurde?. 
Der Zusatz von Heparin allein zu lipamischem Plasma fiihrt in vitro 
dagegen nicht zur Klérung. Man schreibt deshalb die im Plasma nach 
der Heparininjektion auftretende Fahigkeit einem Lipamieklarungs- 
faktor zu. Dabei bleibt es zunachst offen, ob der Klaérungsfaktor in die 
Klarungsreaktion eingeht oder als Katalysator wirkt. 

Brown, Boyle und Anfinsen haben festgestellt, daB Zusatz von 
Heparin die Klarungsreaktion in vitro hemmt*®. Zéllner, Frings und 
Rothemund? haben diese Versuche erweitert. Unter anderem fanden 
sie, wie die genannten Autoren, daB der Grad der Hemmung von der 
Menge des zugesetzten Heparins abhangt. Es schien uns der Priifung 
wert, ob diese Beziehung zur quantitativen Bestimmung von Heparin 
verwendet werden kann. Die folgende Arbeit beschreibt die Ergebnisse 
entsprechender Versuche. 


Methodik 


Lipamisches Plasma wurde von gesunden Versuchspersonen gewonnen, 
denen 3 Stdn. vor Blutentnahme ein Fettfriihstiick (50 g Butter und !/, 1 SiB- 
rahm) verabreicht worden war. Zu 4 TIn. Blut wurde | TI. 3,8proz. Losung von 
Natriumcitrat gegeben und in der iiblichen Weise abzentrifugiert. Zu hohe Touren- 
zahlen wurden dabei vermieden, weil sonst Fett ebenfalls abgetrennt wird. Das 
so gewonnene lipimische Plasma blicb verschieden lang homogen. Nach einiger 
Zeit setzte sich eine Rahmschicht an der Oberflache ab. Durch kraftiges Schiit- 
teln konnte die Rahmschicht soweit in das Plasma zuriickgebracht werden, daB 
dieses fiir Klarungsversuche wieder verwendbar war; fiir genauere Versuche haben 
wir aber frisches lipamisches Plasma vorgezogen. 





1 P. F. Hahn, Science [New York] 98, 19 [1943]. 
2 N.G. Anderson u. B. Fawcett, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 768 [1950]. 
3 R. K. Brown, E. Boyle u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 204, 423 


4N. Zollner, H.-D. Frings u. E. Rothemund, diese Z. 807, 112 [1957]. 











178 E. Konig, W. Seitz und N. Zollner, Bd. 314 (1959) 


Klarungsfaktorhaltiges Plasma wurde, ebenfalls unter Zusatz von 
Citrat von gesunden niichternen Versuchspersonen gewonnen, denen 15 Min. vor 
Blutentnahme 2 cm? (10000 I.E.) Heparin * injiziert worden waren. Der Klarungs- 
faktor wurde jeweils nur wenige Tage im Kiihlschrank aufbewahrt, und behielt 
wahrend dieser Zeit seine Aktivitat. a 

Zur Herstellung der fiir die Hemmung der Klarungsreaktion verwendeten 
Heparinlésungen wurde Heparintrockensubstanz ** in dest. Wasser gelost. 

Die Geschwindigkeit der Klarungsreaktionen wurde bei Zimmer- 
temperatur durch die photometrische Bestimmung der Triibungsabnahme im 
durchfallenden Rotlicht (Eppendorf-Photometer, Filter 691 my, 1-cm-Kiivette) 
gemessen. Der Versuch begann mit der Mischung von | cm® klarungsfaktorhalti- 
gem Plasma mit 1 cm? lipamischem Plasma; bei den Hemmversuchen war dem 
lipamischen Plasma zuvor die entsprechende Menge Heparin in 0,2 cm* Wasser 
zugesetzt worden. Alle Reaktionsteilnehmer waren durch Aufbewahrung im 
gleichen Wasserbad 1 Stde. vor Beginn des Versuches streng temperaturgleich. 


Ergebnisse 


Enthalt entweder das lipiimische oder das den Klarungsfaktor ent- 
haltende Plasma kein Citrat, so nimmt die Triibung des Gemisches 
zunachst zu, bevor die Klarungsreaktion bemerkbar wird; dadurch wird 
die quantitative Auswertung erschwert, wenn nicht (bei langsam ver- 
laufender Klarung) unmdglich gemacht. Mischt man dagegen lipamisches 
Plasma und klarungsfaktorhaltiges Plasma, die gleiche Mengen Citrat 
enthalten (Abb. 1), so ist diese Storung sehr gering oder fehlt ganz. 

Ob fiir die so erreichte Konstanz der Lipamie Gerinnungsfaktoren verant- 
wortlich sind, oder Ionen- und Eiweifmilieu die entscheidende Rolle spielen, 
konnen wir mangels entsprechender Versuche nicht entscheiden. Auch die Tem- 
peratur zeigt einen EinfluB auf den Ablauf der Klarung; bei Mischung von un- 
gleich warmen Reaktionspartnern kommt es ebenfalls zunachst zu einer Triibungs- 
zunahme. 

In eigenen Versuchen wurde die friiher®*® festgestellte Proportiona- 
litat zwischen Klarungsgeschwindigkeit und Klarungsfaktormenge be- 
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Abb. 1. Hemmung der Lipamie- 
klarung durch Heparin. Die An- 
sitze enthielten 1 cm* lipaimisches 
Citratplasma, die angegebene 

Menge Heparin in 0,2 cm* Wasser 
und 1 cm® klarungsfaktorhaltiges 
| Citratplasma. K ist die Kontrolle 
yo | ; rn es - TL “S| ohne Heparin. Bei Ansatz P war 

1 A ' der Klarungsfaktor durch 1 cm? 


2) eS Ee Ee Eee normales Citratplasma ersetzt. 


Triibungsabnahme (10 





5 C. B. Anfinsen, E. Boyle u. R. K. Brown, Science [Washington] 115, 
583 [1952]. 
6 M. I. GroBmann, J. Lab. clin. Med. 48, 445 [1954]. 
* Liquemin ,,Roche™. 
** Heparin, Roche Biochemica. 
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statigt. Im Bereich dieser Proportionalitat sind damit die Voraussetzun- 
gen fiir quantitative Angaben iiber die Hemmung der Lipamieklarungs- 
reaktion durch Heparin gegeben. 

Abb. 1 stellt den Verlauf eines Hemmversuchs dar. Man sieht, daB 
die Hemmung der Klarungsreaktion mit steigender Heparinmenge zu- 
nimmt. Die Linie P zeigt die Konstanz der Triibung, wenn man lipa- 
misches Plasma mit Plasma mischt, das keinen Klarungsfaktor enthalt. 


ZahlenmaBig wird die Hemmung einer Reaktion am einfachsten 
durch den Quotienten 2;/7; erfaBt, wobei v, die Geschwindigkeit der 
ungehemmten Reaktion (Kontrollversuch), vj die der glhhemmten Reak- 
tion darstellt. Da die Geschwindigkeit gegen Ende der Reaktion ab- 
nimmt, der Kontrollversuch sich also zu einem Zeitpunkt von selbst 
verlangsamt, zu dem die langsameren Hemmversuche noch mit ihrer 
urspriinglichen Geschwindigkeit verlaufen, ist der Quotient v,/v; nicht 
nur von der Hemmstoffkonzentration, sondern auch vom Zeitpunkt der 
Messung innerhalb des Versuchsablaufes abhingig. Deshalb muB man 
entweder die Anfangsgeschwindigkeiten vergleichen oder die Zeit, die 
fiir eine bestimmte Teilreaktion notwendig ist, als reziprokes MaB der 
mittleren Geschwindigkeit fiir diese Teilreaktion einsetzen. Wir wahlten 
die methodisch einfachere zweite Moéglichkeit. Die praktische Durch- 
fiihrung erfolgte so, daB aus den Versuchsergebnissen die Zeit extra- 
poliert wurde, die fiir einen bestimmten Extinktionsabfall nétig war; 
dann ist vy/v, = &/t,. Dabei ist t; die Zeit, die im Hemmversuch fiir den 
bestimmten Extinktionsabfall bendtigt wird, f, die entsprechende Zeit 
im Kontrollversuch. Tragt man die Quotienten 7/7; in Abhangigkeit 
von der Heparinkonzentration auf, so erhalt man eine Eichgerade, 
welche die Ordinate bei 1 schneidet (vgl. Abb. 2b). 

Prinzipiell ist ein méglichst hoher Wert fiir JH wiinschenswert, 
um den EinfluB der anfanglichen Unebenheiten der Kurven auszu- 
schalten. Wir haben unsere Versuche aber selten iiber 90 Minuten aus- 
gedehnt und den im Versuch mit der jeweils héchsten Hemmstoff- 
konzentration erreichten Extinktionsabfall als AZ fiir die Berechnung 
des Quotienten v,/v; eingesetzt. 

Berechnet man vx/vj aus -1//t fiir gleiche t, so erhalt man bei geeigneter 
Wahl von ¢t (Verwendung der jeweils steilsten Kurvenstiicke nach Ablauf der ge- 
legentlich auftretenden initialen Triibungszunahme) die gleichen Ergebnisse. 

Dieses Ergebnis war in allen Versuchen zuverlissig reproduzierbar 
(vgl. auch Abbildung 2a und b): v/v; ist eine lineare Funktion der Menge 
des zugesetzten Heparins. Die quantitative Auswertung der Hemmung 
der Lipamieklarungsfaktorreaktion stellt also eine brauchbare Methode 
fiir die Heparinbestimmung dar. 

Die Tabelle zeigt, wie v/v; von der Aktivitat des Klarungsfaktors 
und der Starke der Lipimie abhangen; die Hemmung der Klarungs- 
reaktion durch Heparin ist um so geringer, je aktiver der Klarfaktor ist. 
In jedem Fall kénnen aber unter den von uns gewahlten Versuchs- 
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bedingungen Mengen von 40 y Heparin noch recht genau nachgewiesen 
werden; die Hemmung der Lipimieklirung ist also eine beinahe so 
empfindliche Reaktion wie die Hemmung der Plasmagerinnung im 
Antithrombintest, wo bei vergleichbar groBen Ansiatzen etwa 20 y 
Heparin mit einiger Sicherheit quantitativ bestimmt werden kénnen. 

Gegentiber der Gerinnungshemmung hat die Lipamieklirungs- 
hemmung den Vorteil einer geradlinigen Eichkurve fiir Heparin, ihre 
Spezifitaét diirfte jedoch mit der der Gerinnungshemmung nicht ganz 
tibereinstimmen. 

Zoéllner, Frings und Rothemund‘ konnten zeigen, daB auch 
andere gerinnungshemmende Substanzen (f$-Heparin, Thrombocid) die 
Lipimieklarung hemmen, aber Zéllner, Rothemund und Seitz’ 
haben gefunden, daB es méglich ist, durch partiellen Abbau aus Heparin 
ein nicht gerinnungshemmendes, aber voll antilipamisches Produkt 
herzustellen. Wenn also auf Grund anticoagulatorischer Eigenschaft 
eines Mucopolysaccharides mit seiner Fahigkeit, die Lipamieklarung zu 
hemmen gerechnet werden darf, so ist es andererseits wahrscheinlich, 
daB nicht die gleichen Gruppen am Heparin fiir die beiden Wirkungen 
verantwortlich sind. Unter dem Blickpunkt der Gerinnungshemmung 
schrankt dies den Wert unserer Methode fiir die Bestimmung von 
Heparin ein. Andererseits ist sie aber um so spezifischer fiir die Be- 
stimmung von Heparin als Antilipamicum und geeignet, andere Sub- 
stanzen auf ihre antilipimische Wirksamkeit zu untersuchen. 

Die Geradlinigkeit der Beziehung zwischen v,/v, und der Heparin- 
menge laBt vermuten, daB der Hemmung der Lipimieklarung durch 
Heparin ein einfaches System zu Grunde liegt. Wir nehmen an, daB es 
sich um eine kompetitive Hemmung handelt, da die Hemmung in vitro 
mit dem gleichen Stoff erreicht wird mit dem man in vivo eine Klarung 
bewirken kann. Es setzt also nach unserer Vorstellung ein Wettbewerb 
ein zwischen Heparin und heparinhaltigem Klarungsfaktor — vielleicht 
direkt um die Chylomikronen, vielleicht um das ,,Coprotein“ von 


7 N. Zéllner, E. Rothemund u. W. Seitz, Klin. Wschr. 32, 1096 [1954]. 
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Bestimmung von Heparin 
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Anfinsen und Mitarbeitern®. Auch die Mengenverhaltnisse entsprechen 
durchaus den bei der kompetitiven Hemmung gewohnten. Setzt man 
fir das mittlere Plasmavolumen der Versuchspersonen 3200 cm* ein, 
so betrigt die Heparinmenge in 1 cm* nach Injektion von 10000 I.E. 
(= 78000 y) etwa 24 y, in 1 cm’ Citratplasma 20 y. Die fiir eine 50proz. 
Hemmung (v,/v; = 2) notwendige Heparinmenge betragt 100—200 y; 
das Verhaltnis zwischen dem im Klarungsfaktor aktiven Heparin und 
dem freien, klarungshemmenden ist dann 1:5 bis 1:10. 


Anwendungsbeispiel 


Als Beispiel fiir die Anwendung der entwickelten Methode fiir die Heparin- 
bestimmung haben wir die Verfolgung der Saurehydrolyse des Heparins gewahlt. 
tine Probe Heparin wurde verschieden lang im Wasserbad mit ln HCl erhitzt, 
anschlieBend abgekiihlt und mit einer vorher bestimmten Menge NeOH rasch 




















—— 
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Abb. 2. Anwendungsbeispiel der Methode: Saiurehydrolyse von Heparin. 


a) Die Ansatze fiir die gestrichelten Kurven dienen zur Eichung, s. Abb. 1; die 

ausgezogenen Kurven wurden mit 0,4 mg Heparin erhalten, das zuvor 0 Min. (1), 

1 Min. (II), 2 Min. (III) bzw. 5 Min. (IV) durch ln HCl bei 37° hydrolysiert worden 
war. — b) Eichgerade zur Heparinbestimmung. 


neutralisiert. Von dem so abgebauten Heparin wurde jeweils eine 0,4 mg Aus- 
gangsheparin entsprechende Menge in den Hemmversuch eingesetzt. Die Eich- 
kurve wurde mit zwei Konzentrationen von nicht abgebautem Heparin (0,4 und 
0,04 mg) erstellt; sie schneidet, der Theorie entsprechend, die Ordinate in ¢x/71 = 1. 
Abb. 2 zeigt das Ergebnis. Kurve I (Hydrolysezeit 0, sofort nach Salz- 
saurezusatz neutralisiert) zeigt noch die gleiche Hemmwirkung wie das Aus- 
gangsheparin. Nach 1 Min. Hydrolysendauer (II) ist jedoch die Hemmwirkung 
verringert und nach 2 Min. (III) und 5 Min. (IV) Hydrolyse ist keine Hemm- 
wirkung mehr vorhanden. Mit Hilfe des Quotienten laBt sich der Grad des Abbaus 
von Heparin II genauer bestimmen. Der errechnete Quotient vx/vi fiir Kurve IL 
betragt 2,2. Ein Vergleich mit der Eichgeraden (Abb. 2b) ergibt, daB die Hemm- 
wirkung der von 0,2 mg Ausgangsheparin entspricht. Das heiBt, daB unter den 
gewahlten Hydrolysebedingungen nach 1 Min. Heparin zur Halfte, nach 2 Min. 
volistandig abgebaut ist. 
i3* 
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Zusammenfassung 


Die Hemmung der Lipaimieklirung in vitro durch Zusatz von 
Heparin ist proportional der zugesetzten Heparinmenge. Dadurch ist 
es méglich, Heparin in Mengen von 40 y ab quantitativ zu bestimmen. 


Summary 


The inhibition of the in vitro clearing of lipaemia by the addition 
of heparin is proportional to the amount of heparin added. Using this 
fact, the cuantitative estimation of heparin in amounts above 40 yg. is 


possible. 








959) 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, VII 

Insulinwirkungen auf den Verteilungsraum 
von Glucose, Raffinose, Inulin und Rhodanid im Muskel 
normaler und alloxandiabetischer Miuse* 
Von 

Giinter Richter, Horst Frunder und Hans Bornig 

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut-der Universitit Greifswald 

(Der Schriftleitung zugegangen am 29. September 1958) 


Herrn Professor Karl Thomas zum 75. Geburtstag 


In der vorangehenden Mitteilung! wurde gezeigt, da} die Vertei- 
lungsraume fiir Glucose, Raffinose und Inulin im Muskel alloxandiabe- 
tischer Mause kleiner sind als normal. Diese Versuche sind jetzt fort- 
gesetzt mit der Frage, wie Insulin die Befunde im diabetischen Muskel 
verandert. 

Methodik 

Erzeugung des Alloxandiabetes, Bestimmung von freier Glucose, Hexose- 
monophosphaten, Raffinose und Inulin erfolgten nach den Angaben der voran- 
gehenden Mitteilung!. Rhodanid wurde im HCI1O,-léslichen Uberstand als Kisen(I11)- 
rhodanid mit dem von Sérbo? angegebenen Kisenreagenz bestimmt. Zur Unter- 
suchung des Verteilungsraumes von Raffinose, Inulin und Rhodanid wurden ab- 
weichend vom friithreren Vorgehen a) das zum Versuch ecingesetzte Muskel- 
frischgewicht auf der Torsionswaage ermittelt und b) die Konzentrationen direkt 
im Blutserum bestimmt. 

Fiir die Insulininjektionen wurde glucagonfreies Insulin der Farbwerke 
Hoechst, gelost in 0,01n HC] (mit 0,9proz. NaCl), verwendet. 


Ergebnisse 
J. EinfluB von Insulin auf den Glucoseverteilungsraum 
Der Verteilungsraum fiir Glucose ist im diabetischen Muskel vor 
und nach Glucosebelastung kleiner als normal (s. Tab. 1). Injiziert: man 
yleichzeitig mit Glucose auch Insulin, so erhalt man nach 30 Min. folgende 
Ergebnisse: Bei normalen Tieren wird der Glucoseraum durch [Insulin 
nicht deutlich beeinfluBt. VergréBert ist er sicher nicht, sondern bei 
hoheren Insulindosen eher etwas kleiner. Der kleinere diabetische Glu- 
coseraum wird dagegen nach Insulin gréfber. Besonders deutlich ist 


* Auszugsweise vorgetragen auf dem IV. Internationalen Konyrel fir Bio 
chemie, Wien, 1. 6. 9. 195%. 
1 VIL. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bornig, diewe Z. BEB, 55 
[1958 J. 
2 B. Sorbo, Biochim. biophysica Acta |Amaterdam| 28, 412 [1957]. 
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Tab. 1. Stationare Konzentrationen von Glucose in Blut und Serum (mg%) und 
von freier Glucose im Muskel (in y/g Frischgewicht) normaler und alloxandiabe- 
tischer Mause vor und 30 Min. nach einmaliger s. c. Injektion von 0,7 ml 16proz. 
Glucoselésung ohne und mit gleichzeitiger s.c. Injektion von glucagonfreiem 
Insulin (gelést in 0,1 ml). Mittelwerte + s. Zahl der Bestimmungen in ( ). Daneben 
der berechnete Verteilungsraum (VR:Konz. pro g Muskel/Konz. pro ml Serum), 





























hyo 
Insulin/kg Blutelucose | 5¢Tem-| freie Glusose VR 
; © glucose* im Muskel 
norm. |diabet. = 
vor 0 105 +- 18 (16) 181 323 +110 (16) | 17,8 
Glucoseinjektion 0 335 + 15 (7)** 472 637 +170 (7) | 13,5 
0 211+-51 (7) 391 722 +271 (8) | 18,5 
0,8 142 + 21 (10) 263 437 +193 (7) | 16,6 
30 Min. nach 1,2 91 + 21 (13) 169 268 -+- 104 (13) | 15,9 
Glucoseinjektion 0 785 +212 (14) 1402 1957 + 654 (14) | 14,0 
448 | 74 (8) 800 | 1740 +840 (8) | 21,7 
6 124 + 75 (11) 221 385 +. 334 (11) | 17,4 


* Berechnet aus den Blutglucosewerten nach dem in jeder Reihe bestimmten Quotienten 
Blutglucose/Serumglucose (s. 1. ¢.4, Tab. 1). 
** Etwa gleicher Niichternblutzucker gilt auch fiir alle anderen diabetischen Reihen. 


dieser Effekt in der Gruppe mit 4 I.E. Insulin/kg. Offenbar ist dafiir 
das zur Zeit der Untersuchung vorliegende Zusammentreffen von hoher 
Plasmaglucose-Konzentration in Gegenwart einer gr6éBeren Insulin- 
menge entscheidend und steht in Ubereinstimmung mit den Befunden 
von Park. Denn ohne Insulin bleibt der Glucoseverteilungsraum im 
diabetischen Muskel auch trotz fast doppelt so groBer Plasmaglucose- 
Konzentration klein. Wird dagegen bei gleichem s. c. Glucoseangebot 
die Plasmaglucose-Konzentration durch héhere Insulingaben §starker 
erniedrigt, so ist der Insulineffekt nicht so deutlich. 

In der Diabetesgruppe mit 4 [.E. Insulin ist der Glucoseverteilungs- 
raum von im Mittel fast 22% offenbar gréBer, als dem extrazellularen 
Raum entspricht. Daraus ist zu schlieBen, daB es unter diesen Bedin- 
gungen zu einer Anhaufung von intrazellulirer freier Glucose gekommen 
ist. Die Streuung der Werte ist jedoch in den Diabetesgruppen groB. 
Eine Sicherung dieser Annahme ist daher aus den Glucoseversuchen 
allein nicht méglich. Die im nichsten Abschnitt geschilderten Versuche 
itiber den Raffinoseverteilungsraum sprechen jedoch ebenfalls dafiir. 

‘ 
II. EinfluB von Insulin auf die Verteilungsraume von 
Raffinose, Inulin und Rhodanid 

Zur Priifung der Insulinwirkung wurden — abweichend vom friheren 
Vorgehen! — Raffinose, Inulin bzw. Rhodanid zusammen mit Glucose 
injiziert. Es sollte durch die gleichzeitige Glucosegabe auch bei Anwen- 
dung hoherer Insulinmengen eine starkere Blutzuckersenkung vermieden 
werden. 

3 C.R. Park, J. Bornstein u. R. L. Post, Amer. J. Physiol. 182, 12, 17 
[1955]. 
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Bei normalen Tieren hat Insulin in den verwendeten Mengen keine 
sichere Wirkung auf die Verteilungsriume von Inulin und Rhodanid. 
Sie liegen — tibereinstimmend mit den Angaben der Literatur4 — bei etwa 
15—16% des Muskelfrischgewichtes (s. Tab. 2). Nur der Raffinose- 
verteilungsraum ist nach Insulin etwas gréBer (P< 0,05) als ohne 
Insulin. 


Tab. 2. Stationire Konzentrationen von Raffinose, Inulin und Rhodanid im Serum 
(mg%) und Muskel (y/g Frischgewicht) normaler und alloxandiabetischer Mause 
30 und 60 Min. nach einmaliger s. c. Injektion von je 0,7 ml, enthaltend a) 7,7% 
Raffinose und 9,1% Glucose, b) 10% Inulin und 8,5% Glucose oder c) 1,07% Na- 
Rhodanid und 9,1% Glucose ohne und mit gleichzeitiger s.c. Injektion von glucagon- 
freiem Insulin (gelést in 0,1 ml). Mittelwerte + s. Zahl der Bestimmungen in ( ). 
Daneben der berechnete Verteilungsraum (= VR:Konz. pro g Muskel/Konz. 
pro ml Serum). 

















Bel: Min. Blutzucker [.E.In- | , oe ee 
ela- ; igs Zugehorige Konz. im a 
aeiadl nach vor nach sulin/kg VR 
mit. | Bel@-| Bela- Bela- | nor- | dia- fiir 
stung] stung stung | mal | bet.| Serum* Muskel* 
30 105 241 0 363 +54 | 5524-181] R15,2+.4,1(16) 
30 105 83 0,8 285 + 81 534 +229] R18,5 + 4,7 (15) 
Raffi- |} 30 = [415 + 104]679 +. 249 0 {586 +235} 705 +-330} R12,1+3,7(15) 
nose | 30 398 +76 |243 + 164 6 1562 + 249} 1152 4-444} R21,4+ 4,9(15) 
(=R) | 60 [444+ 166]551 + 220 0 1308-99 | 3284254] R 9,94 4,1(7) 
60 394 +158] 58 4-34 6 [304+ 164} 625 + 260] R21,6+-4,4(7) 
30 105 241 0 164-41 | 249498 | 115,3-1,5(10) 
30 105 66 +20 | 0,38 172 +14 265 +. 76 115,2 + 4,3(4) 
Inu- | 30 339 + 120] 485 +. 335 0 |236+ 140] 259+ 141 111,2 +2,5(15) 
lin 30 326-+78 |101 +58 6 |247+ 161} 306-180] 113,1+4,1(13) 
(=1) 160 359 +46 1580 + 236 0 1346-229] 4864-480] 112,7 + 4,5(8) 
60 276 +-80 | 79+ 30 6 |722+-265| 7994-154] 111,8-+3,5(7) 
Rho- 20** 105 241 0 177 +222] 288-+48 |Rh16,1 + 1,8(8) 
dania 20** 105 147 +58 | 0,8 158 + 20 265 +40 |Rh16,8 + 1,9(7) 
Rh) 30 369 + 126 _ 0 |140+ 34 212-+41 |Rh15,3 + 2,1(15) 
“)1 30 = [492 + 1431325 + 107 6 }107-415 | 1564-17 |Rh15,0 +3,0(10) 


























* Die vor Belastung gefundenen Leerwerte (fiir Raffinese und Inulin s. 1. c.? Tab. 2, fiir 
Rhodanid im Serum 3 mg% und im Muskel 24 y/g) sind abgezogen. 
** Tdentische VR auch nach 10 und 30 Min. 


Bei diabetischen Tieren ohne Insulinanwendung sind — wie friiher! 
— auch jetzt die Verteilungsriume fiir Raffinose (P < 0,05) und Inulin 
(P < 0,001) kleiner als normal. Der Rhodanidraum dagegen ist normal 
groB. Dieser Befund spricht gegen eine fiir alle Substanzen giiltige echte 
Verkleinerung des extrazelluléren Raumes. Will man die kleineren diabe- 
tischen Verteilungsriume durch verzogerte Gleichgewichtseinstellung 
Blutplasma - Extrazellularraum erkliren, so miiBten Unterschiede bei 

4 H.McLennau, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 472 [1956]; 
Kk. Helmreich u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 224, 663 [1957]; D. M. Kipnis 
u. C.F. Cori, ebenda, 224, 681 [1957]. 
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der Untersuchung zu verschiedenen Zeiten nachweisbar sein. Dies ist 


Belastung findet man fast genau gleiche Verteilungsriume wie nach 
30 Min. Auch der diabetische Glucoseraum (s. Tab. 1) ist vor einer 
Glucosebelastung, wobei sicher Gleichgewicht vorhanden ist, und 30 Min. 
nach Glucosegabe unverandert niedrig. 

Im diabetischen Muskel ist daher — mit Ausnahme von Rhodanid — 
ein verandertes Verteilungsgleichgewicht zwischen Blutplasma und 
Extrazellularraum anzunehmen. Dieses ist aber offenbar genau so rasch 
eingestellt wie das normale Gleichgewicht bei normalen Tieren. Die 
Ursachen hierfiir k6nnen entweder in Veranderungen an den Kapillaren 
oder im Extrazellularraum selbst liegen. Weitere Schliisse sind jedoch 
aus den vorliegenden Befunden nicht méglich. 

Priift man die Verteilungsriume mit gleichzeitiger Gabe von Insulin 
(4—6 I.E./kg), so beobachtet man folgendes (Tab. 2): Der normal groBe 
Rhodanidraum wie auch der verkleinerte Inulinraum werden durch 
Insulin nicht veraindert. Der kleinere Raffinoseraum wird jedoch erheb- 
lich vergr6Bert (P < 0,001). Mit Insulin ist der Raffinoseverteilungsraum 
von fast 22% des Muskelgewichtes — wie der Glucoseraum (Tab. 1) — 
offenbar gréBer als dem Extrazellularraum entspricht. Er ist sicher 
groBer als bei normalen Tieren ohne Insulin (P < 0,001). 

Da so rasche Veranderungen in der GréBe des Extrazellularraumes 
auch nach den Rhodanidbefunden unwahrscheinlich sind, muB man zur 
Erklarung des unter Insulin vergréBberten Raffinoseraumes eine intra- 
zellulare Raffinosepenetration annehmen. Dafiir spricht auch das Fehlen 
eines Insulineffektes auf den Verteilungsraum von Inulin, das ja in 
anderer Versuchsanordnung (s. |. c.°) sicher wesentlich schlechter intra 
zellular permeiert als Raffinose. 


Besprechung der Ergebnisse 


Im Muskel diabetischer Tiere findet man bei normalem Rhodanid- 
raum kleinere Verteilungsriume fiir Glucose, Raffinose und Inulin. Nach 
Insulingabe werden der Glucose- und Raffinoseraum bis auf Werte, die 
groBer sind als der normale Verteilungsraum, vergr6Bert. Der kleinere 
Inulinraum bleibt unbeeinfluBbar. 

Die Entstehung der groBen Glucose- und Raffinoseréume wird mit 
erhéhter intrazellularer Penetration erklirt. Dies steht in Uberein- 
stimmung mit den zahlreichen Befunden der letzten Jahre iiber eine 
durch Insulin beschleunigte intrazellulare Penetration verschiedener 
Zucker. 

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich aber die weitere 
Frage, ob Insulin nur an der Zellmembran wirkt oder auch auf das 
gestorte Verteilungsgleichgewicht Blutplasma -> Extrazellularraum 
oder nur auf eines von beiden. 


* EK. Helmreich u. H. N. Eisen, Federation Proc. 17, 240 [1958]. 
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aber nicht der Fall. Denn 15 und 60 Min. nach einmaliger subcutaner 
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Diese Frage liegt aus verschiedenen Griinden nahe. Erstens lassen 
sich Insulinwirkungen nur in vivo oder in vitro mit intakten Geweben, 
aber nicht in vitro mit aus einzelnen Zellen bestehenden Praparationen®® 
nachweisen. Zweitens entspricht das Verteilungsvolumen des Insulins — 
etwa wie das von Inulin — im wesentlichen dem extrazelluliren Raum’. 

Das weist darauf hin, daB dem extrazellularen Gewebeanteil offen- 
bar eine wesentliche Rolle bei den beobachteten Insulinwirkungen 
zukommt. 

Auch nach den vorliegenden Befunden iiber das kleinere Verteilungs- 
volumen fiir Glucose, Raffinose und Inulin muB eine der diabetischen 
Stérungen extrazellular liegen. Ob sie spezifisch fiir den Diabetes ist oder 
sekundarer Natur und ob Insulin auch extrazellulair angreift, muB durch 
weitere Versuche geklart werden. 


Zusammenfassung 

Im Muskel diabetischer Tiere sind die Verteilungsraiume fiir Glucose, 
Raffinose und Inulin kleiner als normal. Der Rhodanidraum ist normal 
groB. 

Die Verteilungsréume normaler Tiere werden durch niedrige Insulin- 
dosen nicht verandert. 

Die kleineren diabetischen Glucose- und Raffinoseverteilungsraume 
werden durch héhere Insulindosen stark vergr6éBert, die Rhodanid- und 
Inulinriume dagegen nicht sicher verandert. 

Ks wird diskutiert, ob Insulin neben einer Beschleunigung der intra- 
zellularen Penetration auch Wirkungen auf den extrazellularen Raum hat. 


Summary 


In muscle of diabetic animals the free space volumes for glucose, 
raffinose and inulin are lower than normal. The thiocyanate value is 
normal. 

The free space values for normal animals are not changed by low 
doses of insulin. 

The smaller diabetic glucose and raffinose free space volumes are 
considerably raised by higher insulin doses. The thiocyanate and inulin 
values however, are not significantly altered. 

The possibility of insulin effecting the acceleration of intracellular 
penetration and of its action on the extracellular free space is discussed. 

6 R. K. Crane, R. A. Field u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 224, 649 [1957]. 

7 N.M. Blechen u. R. B. Fisher, J. Physiology 128, 260 [1954]; D. R. 
Drury, M. & Karasek, B. Britton u. A.N. Wick, Amer. J. Physiol. 192, 501 
[1958]. 
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Der Stoffwechsel geschaidigter Gewebe, IX? 
Wirkungen von Insulin auf den Hexosemonophosphat- und 
Glykogenspiegel normaler und alloxandiabetischer Mause* 

Von 
Horst Frunder, Giinter Richter, W. Konig und Hans Bornig 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1958) 


In der vorangehenden Mitteilung! wurde gezeigt, daB der Ver- 
teilungsraum der praktisch nur extrazellulér vorkommenden freien 
Glucose im diabetischen Muskel erniedrigt ist. Er wird unter bestimmten 
Versuchsbedingungen durch Insulin vergréBert. Es wird jetzt die davon 
abhangige Frage untersucht, wie sich die stationiren Hexosemono- 
phosphat- und Glykogenkonzentrationen unter dem Einflu8 von Insulin 
und einer Glucosebelastung verandern. 


Methodik 


Erzeugung von Alloxandiabetes, Vorbehandlung der Tiere, Gewebeaufarbei- 
tung und enzymatische Bestimmung der Hexosemonophosphat-Konzentrationen 
erfolgten nach den Angaben der vorangehenden Mitteilungen?. 

Das Muskelglykogen wurde in folgender Weise bestimmt: Den in Ather- 
narkose befindlichen Tieren wurden beide Hinterschenkel abgeschnitten und diese 
sofort in ein Kaltebad von —70° gebracht. Von jedem Schenkel wurde ent- 
sprechend den friiheren Angaben? cin etwa 200 mg schweres Muskelstiick im 
Kihlraum abprapariert, mit je 1,5 m/ 6proz. HClO, etwa 1 bis 2 Min. in einem 
hochtourigen Ganzglashomogenisator bei 2000—3000 U/Min. homogenisiert. Beide 
Homogenate wurden vereinigt und kurze Zeit nachhomogenisiert. 2mal je 0,1 ml 
des gut durchgemischten Homogenates wurden zur Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl entnommen. Das pro m/ Homogenat vorhandene Muskelgewicht wurde 
aus dem erhaltenen N-Wert errechnet, wobei ein N-Gehalt von 3% des Frisch- 
gewichtes zugrunde gelegt wurde. 

1 ml des gleichen Homogenates wurde in 1 ml heiBe 42proz. KOH einge- 
bracht, nach 30 Min. Hydrolyse im kochenden Wasserbad das Glykogen ent- 
sprechend den Angaben von Walaas® mit Athanol gefallt und hydrolysiert. Das 
Hydrolysat wurde neutralisiert, auf 5 m/ aufgefiillt, zentrifugiert und vom klaren 
Uberstand 0,2 ml zur enzymatischen Glucosebstimmung* entnommen (== athanol- 
fillbares Glykogen; Angabe der gefundenen Glucosewerte als Glykogen; ohne 


1 VIII. Mitteil.: G. Richter, H. Frunder u. H. Bérnig, diese Z. 314, 183 
[1959], vorstehend. 

* VII. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bérnig, diese Z. 3138, 55 
[1958]. 

3 0. Walaas u. E. Walaas, J. biol. Chemistry 187, 769 [1950]. 

4 H.Bornig, K.Stade, H.Frunder u. G.Richter, diese Z. 310, 232 [1958]. 

* Teilweise vorgetragen auf dem IV. Internat. KongreB fiir Biochemie in 
Wien vom 1. bis 6. Sept. 1958. 
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Korrektur). Ein weiterer ml Homogenat wurde mit 1 m/l 2n H,SO, versetzt und 
zur vollstandigen Hydrolyse der gesamten Kohlenhydrate 6 Stdn. im kochenden 
Wasserbad gehalten. Dabei sind gelegentliches Auffillen der Verdampfungs- 
verluste und Korrektur auf genau 2 m/ nach Beendigung der Hydrolyse not- 
wendig. Die Hydrolysenzeit von 6 Stdn. wurde gewahlt, weil nach 3 und 4 Stdn. 
geringere und nach 9 Stdn. Hydrolyse gleiche Glucosewerte gefunden wurden wie 
nach 6 Stunden. Das Hydrolysat wurde in der Kalte 10 Min. bei 20000 x g zentri- 
fugiert, der klare Uberstand abgegossen und nach Erwarmen auf Zimmertemp. 
eine abgemessene Menge entnommen. Diese wurde neutralisiert, auf 5 ml auf- 
gefillt und davon 0,2 m/l zur enzymatischen Glucosebestimmung eingesetzt 
(= Gesamtkohlenhydrate). Dieser Wert minus freie Glucose und Hexosomono- 
phosphate wurde als ,,Gesamtglykogen‘ bezeichnet. 


Ergebnisse 
I. Insulinwirkungen im normalen Muskel 


Injiziert man normalen Mausen gleichzeitig mit Glucose auch In- 
sulin subcutan und bestimmt kurze Zeit spater die stationiren Kon- 
zentrationen von G6P* und Glykogen im Muskel, so werden folgende 
Ergebnisse erhalten (s. Tab. 1): 

Tab. 1. Serumglucose- (mg%), G6P*- (y/g Frischgewicht) und Glykogenkonzentra- 
tionen (mg/g Frischgewicht) im Muskel normaler Mause vor und nach subeutaner 
Injection von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung zusammen mit Insulin (gelést in 0,1 ml). 
Mittelwerte --s, Zahl der Best. in ( ). In [ ] daneben zugehérige Mittelwerte der 
Vergleichsreihe ohne Insulin (s. auch }.c.2, Abb. 1). 








Glykogen 
Min. nach} I.E. Serum- os ‘ 
Inj Ins./kg | glucose G6E F ‘ ge 
. 8./Kg | & s athanolfallbar samt 
0 0 181 504 +. 162 (15) 2,61 +0,81 (6) | 3,23 
30 0 391 1115 +472 (8) 2,90 + 1,119 (14) | 3,17 
30 0,8 263 1177 + 574 (10) 3,03 + 1,36 (12) | 4,05 
30 1,2 169 799 + 299 (13) 3,53 +1,74 (9) 4,18 
60 0,8 {132 [293]| 1143 + 337 (12) [835] -—— - 














Bei 0,8 I.E. Insulin/kg steigt der G6P-Spiegel nach 30 Min. ziemlich 
genau bis zum gleichen Wert an wie in der Vergleichsreihe ohne Insulin. 
Nach 1,2 I.E. Insulin/kg ist er im Vergleich zur Reihe mit 0,8 I.E. Insulin 
niedriger (P = 0,05). 60 Min. nach der Injektion findet man mit Insulin 
gering, jedoch nicht signifikant héhere G6P-Werte ais in der Vergleichs- 
reihe ohne Insulin. 

In der VII. Mitteilung? wurde gezeigt, daB die G6P-Konzentrationen 
im Muskel sich parallel zur Plasma- bzw. extrazelluléren Konzentration 
an freier Glucose verandern. 

Man muB daher zur Beurteilung des Insulineffektes die gefundenen 
G6P-Werte in Beziehung zur Plasmaglucose-konzentration setzen. Denn 
diese wird ja durch Insulin bei Vergleich mit der Kontrollreihe ebenfalls 


* G6P = Glucose-6-phosphat + Fructose-6-phosphat. 
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verandert. Ungefahr gleiche Plasmaglucose-Konzentrationen wie bei nor- 
malen unbehandelten Tieren (181 mg%) findet man auch 30 Min. nach 
Glucose mit 1,2 I.E. Insulin (169 mg%) und 60 Min. nach Glucose mit 
0,8 I.E. Insulin (132 mg%). In beiden Reihen mit Insulin sind die G6P- 
Werte signifikant héher (P < 0,01 bzw. < 0,001) als in der Vergleichs- 
reihe mit etwa denselben Plasmaglucose-Konzentrationen. Auch in den 
anderen Reihen findet man analoge Verhaltnisse. 

In einem bestimmten Konzentrationsbereich (s. auch nachster Ab- 
schnitt) steigt also bei gleichem extrazellulirem Glucosespiegel die intra- 
zellulare G6P-Konzentration nach zusitzlicher Insulingabe héher an 
als ohne Insulin. Dabei ist intrazellulire freie Glucose in keiner Versuchs- 
reihe sicher nachzuweisen?. 

Sowohl das athanolfillbare wie auch das Gesamt-Glykogen nehmen 
unter Insulin etwas zu. Weitere Schliisse lassen sich jedoch aus diesen 
letzteren Befunden noch nicht ziehen. 


II. Insulinwirkungen im diabetischen Muskel 


Im diabetischen Muskel folgen die G6P-Konzentrationen gleichfalls 
den Anderungen des Spiegels an freier extrazellularer Glucose (s. auch 
1. c.?). Zur Einstellung eines mit der Normalgruppe vergleichbaren G6P- 
Spiegels sind jedoch bei diabetischen Tieren 2—3mal hdhere Plasma- 
glucose-Konzentrationen wirksam. 

Unter Insulin normalisieren sich diese Abweichungen wieder (s. 
Tab. 2). Es sind jetzt bei wesentlich niedrigeren Plasmaglucose-Konzen- 
trationen als ohne Insulin die gleichen G6P-Spiegel eingestellt. 

Tab. 2. Serumglucose- (mg%), G6P- (y/g Frischgew.) und Glykogenkonzentra- 

tionen (mg/g Frischgew.) im Muskel alloxandiabetischer Maéuse vor und nach 

subeutaner Injektion von 0,7 m/l l6proz. Glucoselésung zusammen mit Insulin 
(gelést in 0,1 ml). Mittelwerte --s, Zahl der Best. in ( ). 




















Min.nach} _ I.E. Serum- G6P Glykogen 
Inj. Ins./kg | glucose athanolfallbar | gesamt 
0 0 472 699 +- 246 (7) 2,49 + 1,59 (8) 2,78 
30 0) 1402 977 + 343 (14) 3,96 + 1,48 (6) 4,90 
30 4 800 1265 + 590 (8) 7,63 + 2,11 (7) 7,66 
30 6 221 1291 +. 437 (11) 3,75 +- 2,75 (10) 5,04 


‘ 


Vergleicht man weiter die G6P-Konzentrationen aller Versuchs- 
reihen miteinander (s. Tab. 1 u. 2), so findet man folgendes bemerkens- 
werte Verhalten: 

Der Hexosemonophosphat-Spiegel steigt bei normalen und diabe- 
tischen Tieren nach Glucosebelastung im Mittel nicht tiber 1100 bis 
1300 y/g, unabhangig davon, ob Insulin gegeben wurde oder nicht. 

Ks scheint sich hierbei um einen oberen Grenzwert zu handeln, der 
offenbar nicht merklich tiberschritten werden kann. Bei Erreichen dieses 
Wertes flieBt dann einerseits mehr G6P iiber die bekannten Stoffwechsel- 
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wege ab. Andererseits kann es auch zu verminderter Glucosephosphory- 
lierung kommen. Fiir beides sprechen einige Befunde bei diabetischen 
Tieren in der Gruppe mit 4 I.E. Insulin/kg (s. Tab. 2). Hier liegen zur 
Zeit der Untersuchung folgende extreme Bedingungen vor, die fiir das 
Sichtbarwerden der Effekte offenbar notwendig sind: hohe Plasma- 
glucose-Konzentration (800 mg%) bei gleichzeitiger Anwesenheit einer 
groBeren Insulinmenge. Der G6P-Spiegel ist ahnlich wie in den anderen 
Reihen. Aber es ist jetzt einmal das Muskelglykogen bis auf das Dreifache 
der Ausgangsmenge angestiegen (P < 0,001). Zum anderen sind die 
Werte fiir freie Glucose gréBer als dem Extrazellularraum entspricht 
(s. l. c.1, Tab. 2). Dies ist als Zeichen fiir intrazellulire freie Glucose zu 
werten, die in den anderen Reihen nicht nachweisbar ist. 

Aus diesen Befunden ist weiterhin zu schlieBen, daB Insulin an- 
scheinend eher die Penetration als die Phosphorylierung der Glucose be- 
schleunigt. Hierfiir sprechen auch die Befunde von M organ und Park?®,die 
bei extremen in-vitro-Bedingungen unter Insulin eine Akkumulation von 
freier intrazellularer Glucose nachweisen. In den anderen Versuchsreihen 
wird intrazelluliar keine freie Glucose gefunden. Denn bei niedrigerer 
Plasmaglucose-Konzentration verliuft die Glucosephosphorylierung 
offenbar schneller als die Glucosepenetration. 

Nach 6 I.E. Insulin/kg sind bei etwa gleicher G6P-Konzentration 
Plasmaglucose- und Glykogenspiegel wesentlich niedriger (P< 0,01) 
als nach 4 I.E. Nach dieser hohen Insulindosis und wahrend des dadurch 
bewirkten sehr schnellen Abfalles der Plasmaglucose-Konzentration 
scheint die Glucose staérker in andere Kanile als das Muskelglykogen 
abzuflieBen. Es ist nach z. Z. laufenden Untersuchungen in den ersten 
30 Minuten aber keine Zunahme der Muskellipide und des Leberglykogens 
nachzuweisen. Uber welchen der anderen bekannten Wege unter diesen 
Bedingungen die Hauptmenge der Glucose abflieBt, miissen daher 
weitere Versuche klaren. 


Besprechung der Ergebnisse 

Es bestehen enge Beziehungen zwischen Plasmaglucose, extra- 
zellularer freier Glucose sowie G6P im Muskel. Zur Beurteilung der 
Insulinwirkungen ist es daher zweckmiabBig, diese drei GréBen, die in der 
Abbildung in relativen MaBen gezeichnet sind, nebeneinander zu_ be- 
trachten. Belastet man normale Tiere mit Glucose, so sind nach 30 Min. 
alle drei GréBen gleichmaBig auf mehr als das Doppelte des Anfangs- 
wertes angestiegen. Das Verhaltnis zueinander (in % der Anfangswerte) 
ist dabei aber gleich geblieben (s. leere Siiulen der Reihe B). Das gleiche 
Verhaltnis findet man auch 60 und 90 Min. nach einmaliger Glucosegabe 
(s. 1. e.2). Gibt man normalen Tieren aber Glucose zusammen mit Insulin, 
so aindert sich dieses Verhialtnis (s. leere Siulen der Reihen C u. D). Der 
G6P-Spiegel ist jetzt hoher als es den sich ziemlich gleichmaBig indernden 
anderen beiden GréBen entspricht. 


5 H. E. Morgan u. C. R. Park, Federation Proc. 17, 278 [1958]. 
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Genau umgekehrt ist es bei diabetischen Tieren. Hier ist der G6P- 
Spiegel sowohl vor wie 30 Min. nach einer Glucoseinjektion ganz be- 
trachtlich kleiner als es den anderen beiden GréBen entspricht (s. schraf- 
fierte Saulen der Reihen A u. B). Weiterhin sieht man auch ein ausge- 
pragtes Zuriickbleiben des Spiegels an freier Glucose im Muskel im 
Verhaltnis zum Plasmaglucosespiegel. Dies ist der Ausdruck des kleineren 
Glucoseverteilungsraumes im diabetischen Muskel (s. 1. c.). Mit einer 
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Plasmaglucose (= PG), freie Glucose (= MG) sowie Hexosemonophosphate (= G6P) 
im Muskel normaler und alloxandiabetischer Mause vor und 30 Min. nach s.c. In- 
jektion von 0,7 ml 16proz. Glucoselésung ohne bzw. mit Insulin. Alle Angaber 
in % der bei normalen Tieren ohne Belastung gefundenen Werte, die gleich 100 
gesetzt sind. Die absoluten Zahlen fiir diese Abbildung stammen aus Tab. 1 und 2 
sowie den Tab. I.c.1»?, 
Leere Séulen: normal; schraffierte Siulen: diabetisch. 
A: ohne Glucoseinjektion. B: 30 Min. nach Glucoseinjektion. C: 30 Min. nach 
Injektion von Glucose zusammen mit Insulin (normale Tiere 0,8 I.E./kg, diabe- 
tische Tiere 4 I.E./kg). D: wie unter C, jedoch mit 1,2 I.E. Insulin bei normalen 
und 6 I.E./kg Insulin bei diabetischen Tieren. 


gréBeren Insulinmenge lassen sich diese Abweichungen innerhalb von 
30 Min. nérmalisieren (s. schraffierte Saiulen der Reihe D); denn man 
findet jetzt gleiche Verhiltniswerte wie bei normalen Tieren unter 
Insulin. Lediglich die diabetische Gruppe mit 4 I.E. Insulin zeigt ein 
abweichendes Verhalten (s. schraffierte Siulen der Reihe C). Die Griinde 
hierfiir sind im vorhergehenden Abschnitt besprochen. 

Im Hinblick auf den Wirkungsmechanismus des Insulins im Muskel 
ergibt sich daraus folgendes: 

1. Es ist im Muskel kaum freie Glucose intrazellular nachweisbar, 
auch wenn der Spiegel an freier extrazellularer Glucose in weiten Grenzen 
verandert wird. Die Glucose, die in die Zelle eintritt, wird also sofort 
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phosphoryliert. Ist die Phosphorylierungsreaktion der limitierende 
Faktor fiir den Glucoseumsatz, so sollte — wenigstens im diabetischen 
Muskel nach Glucosebelastung — freie intrazellulare Glucose nachweisbar 
sein. Das ist nicht der Fall. Dies spricht dafiir, daB die Glucosepenetration 
der limitierende Faktor des Glucoseumsatzes ist. Dies gilt dann nicht, 
wenn man unterstellt, daB die Glucosepenetration nur nach vorheriger 
Phosphorylierung moglich ist. 

2. Erhalten die Tiere Insulin, so wird der intrazellulare G6P-Spiegel 
erhéht. Auch das spricht fiir eine Verstarkung der Glucosepenetrations- 
rate durch Insulin. Denn bei Aktivierung der Phosphorylierungsreaktion 
durch Insulin miiBte man umgekehrt ohne Insulin freie Glucose intra- 
zellular finden. Das ist aber weder bei normalen noch diabetischen Tieren 
der Fall. 

3. Auch das wahrscheinliche Auftreten von freier Glucose intra- 
zellular bei hohem Plasmaglucosespiegel in Gegenwart einer gréBeren 
Insulinmenge (s. vorhergehender Abschnitt) spricht fiir die Glucose- 
penetration als Insulin-abhangige Reaktion. 

4. Es mu weiter untersucht werden, ob die insulinabhangige 
Penetrationsreaktion ausschlieBlich in der Zellmembran lokalisiert ist 
oder auch Beziehungen aufweist zu Verdinderungen im extrazelluliren 
Raum (s. |. c.1). Denn Insulinwirkungen lassen sich in der Regel nicht 
an isolierten Zellen, sondern nur in Geweben nachweisen. 


Zusammenfassung 

Der Hexosemonophosphatspiegel verandert sich im Muskel normaler 
und diabetischer Tiere parallel zu den Anderungen der freien extra- 
zellularen Glucosekonzentration. In einem bestimmten Konzentrations- 
bereich ist der diabetische Hexosemonophosphatspiegel jedoch stets 
kleiner, nach Insulingabe aber stets gréBer als bei normalen Tieren ohne 
Insulin und vergleichbarem extrazellularem Glucosespiegel. 

Insulin férdert im normalen und diabetischen Muskel die Glykogen- 
ablagerung. 

Die Befunde sprechen fiir eine Beschleunigung der intrazellularen 
Glucosepenetrationsrate durch Insulin. 


Summary 

The muscle hexose monophosphate level of normal and diabetic 
animals shows a variation parallel to that of the free extracellular 
glucose concentration. Within a certain concentration range however, 
the diabetic hexose monophosphate level is always lower, but after 
insulin administration always higher than in normal animals without 
insulin and with comparable extracellular glucose levels. 

In normal and diabetic muscle, insulin promotes the deposition of 
glycogen. 

The results are evidence for an acceleration by insulin of the intra- 
cellular glucose penetration rate. 











- * * " . . 
Uber die Verteilung der Atropin- und Cocain-Esterase 
in der Leberzelle des Kaninchens * 
Von 
R. Ammon und G. Werz 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1958) 

Das Vorkommen der Atropinesterase beim Kaninchen wird nach 
Sawin und Glick partiell dominant vererbt!. Besitzt ein Kaninchen 
im Serum die Fahigkeit, das Atropin zu verseifen, so ist diese auch in 
verschiedenen Geweben vorhanden. Ist jedoch das Serum eines Kanin- 


chens zur Atropinspaltung nicht imstande, so kann in keinem Gewebe 
Atropinesterase nachgewiesen werden?. 


Cals cot o—¢ H, 
. a 
N—CH, \-0-co—H N—CH, \-0-c0-€ ets 
r \CH,OH 
Atropin Cocain 


Nach Versuchen von Ammon und Savelsberg? gilt dies auch 
fiir die Cocainesterase des Kaninchenserums, die aus dem Doppelester 
Cocain die hydrolytische Abspaltung von Methanol bedingt. Die Ver- 
erbbarkeit dieser Cocainesterase wurde durch genetische Analyse aller- 
dings noch nicht direkt erwiesen. 

Auf Grund der genetischen Determination der Atropinesterase und 
der wahrscheinlichen Genabhangigkeit der Cocainesterase war zunichst 
die Untersuchung der Frage von Interesse, in welcher Zellfraktion die 
beiden Enzyme besonders lokalisiert sind. 

Wir untersuchten, ob die vererbbare Fahigkeit zur Atropin- sowie 

Cocainspaltung im Zellkern und im Cytoplasma (Mitochondrien 
+ Mikrosomen + Zellplasma) oder nur im Cytoplasma lokalisiert ist. 
Aus den Ergebnissen (Tab. 1) ist ersichtlich, daB das Cytoplasma Haupt- 
trager der Atropin- und Cocainesterase in der Zelle ist. Auch die Zell- 
kerne besitzen eine schwache Atropin- und Cocainspaltungsfahigkeit, 
die allerdings nur einen kleinen Teil der Homogenataktivitat ausmacht. 





* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die persén- 
liche und sachliche Unterstiitzung des einen von uns (G.W.). 

1 P. B. Sawin u. D. Glick, Proc. nat. Acad. Sci. USA 29, 55 [1943]. 

2 D. Glick u. 8. Glaubach, J. gen. Physiol. 25, 197 [1941]; s. auch F. Bern- 
heim u. M. L. C. Bernheim, J. Pharmaco!. exp. Therapeut. 64, 209 [1938]. 

3 R. Ammon u. W. Savelsberg, diese Z. 284, 135 [1949], ausgefiihrt in den 
Jahren 1942—1944. 
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Tab. 1. Die enzymatische Spaltung von Atropin und Cocain durch Leberhomo- 
genat, Leberzellkerne und Cytoplasma von Kaninchen. 




















Homogenat Cytoplasma 
(Zellkerne, Zellkerne Cenachenaim, 
Cytoplasma) Mikrosomen, 
: ‘anks Zellplasma) 
Atropin 
10-3 wMol. hydrolys. Ester/ug 
Protein/Stde ... Nee oe 8,0—14,6 0,9—3,4 6,8—10,9 
Esteraseaktivitat in of 
der Homogenataktivitét ... . 100% 11—23% 75—85% 
Cocain 
10-3 «Mol. hydrolys. Ester “lM 
Protein/Stde ..... ne 10,0—16,1 1,3—3,2 9,2—12,7 
Esteraseaktivitat in 0, 
der Homogenataktivitat Rape ks 100% 13—20% 79—92% 


Bei derart geringen Enzymaktivititen der Zellkerne ist damit zu rechnen, 
daB trotz schonender Aufarbeitung diese Aktivititen durch Adsorption von Cyto- 
plasmaelementen an den Zellkern vorgetéuscht werden, zumal auBerdem die Zell- 
kernfraktion lediglich einen Reinheitsgrad von etwa 90 bis 95% besaB. Allerdings 
darf nicht ausgeschlossen werden, daB die Schwankungen physiologischer Natur 
sein kénnen. Derartige Schwankungen gehen aus Untersuchungen von Ste rn, 
Allfrey, Mirsky und Saetren‘ hervor, die z.B. fiir Esterasen durch den je- 
weiligen Ernahrungszustand bzw. das jeweilige Alter bedingte Zellkern-Plasma- 
Variationen fanden. 

Bei der weiteren Fraktionierung des Cytoplasmas (s. Tab. 2) zeigte 
sich, daB die hohe Aktivitaét des Cytoplasmas durch die starke Esterase- 
aktivitat der Mikrosomenfraktion charakterisiert ist. In der bei 9000 xg 


Tab. 2. Die enzymatische Spaltung von Atropin und Cocain durch Mitochondrien- 
"lane Mikrosomenfraktion und Zellplasma aus Kaninchenleber. 





Cyto- f ? 
plasma ; a Mikro- Zell- 
(Mitochon- | Chondrien somen plasma 
drien, (10 Min. (60 Min. Re; 
Mikrosomen, | 9000 x g) 20000 x g) | (Uberstand) 
Zellplasma) 





Atropin 
10-8 yMol hydrolys. Ester/ug 
Protein/Stde. . ... 2. 6,8—10,9 | 1,9—2,5 | 4,9—7,3 | 0,8—1,0 
steraseaktivitat in 0, 
der Cytoplasmaaktivitét . . 100% 23—28%, | 67—71% | 12—15% 





Cocain 
10-3 uMol hydrolys. Ester/ug 

















Protein/Stde. 9,2—12,7 | 1,4—2,4 | 6,3—8,0 1,5—2,0 
Esteraseaktivitat in % 
der Cytoplasmaaktivitéat . . 100% 15—19% | 63—69% 16% 


OH. Stern, V. Allfrey, A. E. Mirsky u. H. Saetren, J. gen. Physiol. 35, 
559 [1952]. 
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erhaltenen Mitochondrienfraktion und dem iiberstehenden Zellplasma 
wurden schwache Enzymaktivitaten gefunden. 

Auch hier miissen Einschrankungen fiir eine Beurteilung der Befunde ge- 
macht werden. Sie kénnen namlich dadurch erklart werden, daB im ersten Falle 
(Mitochondrien) auch gréBere, esterasehaltige Partikel mitsedimentierten, im Falle 
des Zellplasmas aber kleinere Partikel mit Enzymaktivitat nicht sedimentierten. 
Somit besteht die Méglichkeit, daf fiir die Mikrosomenfrakticn noch héhere 
Esteraseaktivitaten gelten als wir experimentell fanden. 

Wie erwahnt, ist das Vorkommen der Atropinesterase, wahrschein- 
lich auch das der Cocainesterase, genetisch determiniert!, Daher inter- 
essiert uns — abgesehen von der Frage der Substratspezifitat der unter - 
suchten Enzyme —, wie die Atropin- bzw. die Cocainesterase-Aktivitiit 
in der cytoplasmatischen Mikrosomenfraktion zu erklaren ist. Hierfiir 
kommen hauptsachlich zwei Moglichkeiten in Betracht: 

a) Das fiir das Vorkommen der Esterase verantwortliche Gen wirkt 
in der Weise, daB das Enzym bereits im Zellkern in aktiver Form 
gebildet und dann auf die Mikrosomen im Cytoplasma tibertragen wird 
oder b), daB im Zellkern nur eine inaktive Vorstufe des Enzyms entsteht 
— etwa im Sinne eines Proenzyms oder eines Coenzyms —, die dann 
erst im Cytoplasma mit einem Trager zum aktiven Enzym gekoppelt 
wird. 

Fiir die erste Méglichkeit spricht der Befund, daB die Zellkern- 
fraktion selbst bereits Atropin- und Cocainesterase enthalt, wenn 
auch nur in geringer Menge. Die zweite Annahme, daB im Zellkern 
eine inaktive Enzymvorstufe gebildet wird, die erst im Cytoplasma zum 
aktiven Enzym umgewandelt wird, besitzt einen entsprechenden Wahr- 
scheinlichkeitsgrad wie die erste Moéglichkeit. So wurde z. B. fiir die 
Atropinesterase gefunden®, das hitzeinaktiviertes Serum durch eine 
geringe Menge Nativserum wieder voll reaktiviert werden kann. Aus 
diesen Befunden wurde geschlossen, daB die Atropinesterase aus einer 
thermostabilen, unspezifischen Komponente und einer thermolabilen, 
spezifischen Komponente besteht. Diese Befunde legen den SchluB nahe, 
daB eine der beiden Komponenten Coenzymcharakter besitzen und vom 
Zellkern geliefert werden kann. Andererseits haben Ammon _ und 
Savelsberg*® beim Vermischen von inaktivem Serum mit dem Serum, 
das zur Atropin-Hydrolyse befahigt ist, keinen Anhaltspunkt dafiir 
finden kénnen, daB das inaktive Serum einen Hemmstoff bzw. daB das 
aktive einen Aktivator enthalt. Es muB daher durch weitere Unter- 
suchungen festgestellt werden, inwieweit sich die angefiihrten Méglich- 
keiten experimentell beweisen lassen, d. h. es muB gepriift werden, durch 
welche Komponente eine Ubertragung des Erbmerkmals ,,Fahigkeit zur 
Atropin- bzw. Cocainspaltung’’ vom Gen zu den cytoplasmatischen 
Mikrosomen bedingt wird, und um welche Komponenten es sich dabei 
handelt. Versuche hieriiber sind im Gange. 








5 EK. Hesse, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 98, 238 
[1923]. 
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Methodik 


Fiir die Untersuchungen wurden frische Lebern von Kaninchen verwendet, 
bei denen zuvor Atropin- bzw. Cocainspaltungsvermégen im Serum festgestellt 
worden war. Die Fraktionierung erfolgte nach Hogeboom, Schneider und 
Pallade® in 0,88m Saccharoselésung fiir die Trennung in Zellkerne und Cyto- 
plasma (Mitochondrien + Mikrosomen + Zellplasma) sowie in 0,25m Saccharose- 
lésung nach Hogeboom, Schneider und Striebich’ fiir die Fraktionierung 
des Cytoplasmas in die Mitochondrienfraktion (10 Min. bei 9000 x g), die Mikro- 
somenfraktion (60 Min. bei 20000 x g) und das iiberstehende Zellplasma. Durch 
beide Methoden erhielten wir Zellkernfraktionen von einem Reinheitsgrad von 
etwa 90 bis 95% (mikroskopische Kontrolle an fixierten und mit Azur I [Merck] 
gefarbten Ausstrichpraparaten). 

Die Bestimmung der Esterase-Aktivitat erfolgte manometrisch nach 
Ammon? und Bernheim? in einem von Zapp® modifiaierten Warburg-Gerat. 
Als Enzymeinheit definierten wir die “Mol enzymatisch verseifte Esterbindung 
pro wg Protein pro Stde. bei 20 «Mol vorgelegtem Substrat pro Ansatz, bei 37° 
und px7,8. Die Menge der im Ansatz vorhandenen Proteine wurde kolorimetrisch '° 
nach gecigneter Verdiinnung mit Ringerlésung bestimmt. 

Als Substrate benutzten wir Atropinsulfat und Cocainhydrochlorid. 


Zusammenfassung 


1. Die Atropin- und die Cocainesterase sind nur in bestimmten 
Kaninchen nachzuweisen; hierfiir ist eine Genabhangigkeit verantwort- 
lich zu machen. 

2. Bei der Fraktionierung der Leberhomogenate von Tieren mit 
Serum-Tropinesterasen-Wirksamkeit fanden sich beide Esterasen haupt- 
siichlich in der Mikrosomenfraktion. 

3. Die Genabhangigkeit dieser Esterasen und die Méglichkeiten zu 
ihrer Erfassung werden diskutiert. 


Summary 


1. Atropine and cocaine esterases can only be demonstrated in 
certain rabbits. A gene dependency is responsible. 

2. On fractionation of liver homogenates of animals with serum 
tropine esterase activity, these two esterases were found mainly in the 
microsomal fraction. 

3. The gene dependency of these esterases and the possibility of 
demonstrating it are discussed. 

6 G. H. Hogeboom, W. C. Schneider u. G. E. Pallade, J. biol. Chemistry 
172, 61S 

7 G.H.Hogeboom, W.C.Schneider u. M.J.Striebich, J. biol. Chemistry 
196, 111 [1952]. 

8’ R. Ammon, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 233, 486 [1933]. 

9 F. J. Zapp, diese Z. 807, 36 [1957]. 

10 QO. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198. 26% [1951]. 
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Zur stereochemischen Spezifitat der Cholin- 
bzw. Acetylcholinesterase 
Von 
R. Ammon und H. Meyer 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat des Saarlandes, Homburg (Saar) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1958) 


Uber die stereochemische Spezifitaét der beiden Fermenttypen, die 
auf die Spaltung des Acetylcholins eingestelit sind, der Cholinesterase 
und der Acetylcholinesterase, liegen nur wenige Beobachtungen vor. 
Glick! hat als erster das optische Auswahlvermégen des im Pferde- 
serum enthaltenen acetylcholinspaltenden Ferments unter Verwendung 
von DL-, D- und L-Acetyl-f-methyl-cholin untersucht. Hierbei wurde 
eine absolute optische Spezifitat fiir die D-Form festgestellt. Hoskin 
und Trick? haben dasselbe Ergebnis auch fiir die Acetylcholinesterase 
des Rattengehirns ermittelt, und Augustinsson beobachtete mit dem- 
selben Substrat ebenfalls das optische Auswahlvermégen fiir die aus 
Torpedo marmorata und Cobragift stammende Acetylcholinesterase’, 
wihrend er bei Anwendung von Cholinesterase (menschliches Serum) 
die Spaltung der beiden Isomeren feststellte. 

Es scheint uns interessant, beide Esterasen-Typen an einem Sub- 
strat zu tiberpriifen, dessen Asymmetriezentrum sich im Saure-Anteil 
des Esters befindet. Wir wihlten dazu die Mandelsaure, deren Methy' 
und Athylester bei anderen Esterasen in bezug auf die stereochemische 
Spezifitat in den Instituten von Rona und Willstatter seinerzeit 
sehr eingehend untersucht worden waren. 

Uber den Mandelsiureester des Cholins und seine optisch aktiven Modifika- 
tionen ist so gut wie nichts bekannt. Lediglich Horenstein und Pahlicke® 
berichten iiber die Synthese des pt-Mandelsaure-cholinesters auf folgendem Wege: 

C,H,-CHOH-CO,Ag + BrCH,-CH,N(CH,), Br —> 


90° 


BrCH, -CH,-N(CHg)]? CgH,-CHOH-CO,)? “°°> CgH,-CHOH-CO,-CH,-CH,N(CH,),Br 





Interessant ist hierbei, daf’ durch eine einfache Umlagerung bei 90° der im 
Trimethyl-[6-brom-athyl]-ammoniumsalz der Mandelsaéure als Anion gebundene 
Saurerest seinen Platz mit dem in der Seitenkette stehenden Brom tauscht, wo- 
bei das Bromid des Mandelsiurecholinesters entsteht. 

1 —. Glick, J. biol. Chemistry 125, 729 [1938]. 

2 F.C.G. Hoskin u. G.S. Trick, Canad. J. Biochem. Physiol. 33, 963 [1955]. 

3 K. B. Augustinsson, Acta chem. seand. 11, 750 [1957]. 

4s. Ubersicht P. Rona u. R. Ammon, Ergebn. Enzymforsch. 2, 50 [1933]; 
R. Ammon, Ergebn. Physiol. 37, 366 [1935]; E. Bamann u. R. Ammon in 
f. Bamann und K. Myrback, Methoden d. Enzymforsch. Bd.I, S.17, Verlag 
G. Thieme, Leipzig 1941. 

5 H. Horenstein u. H. Pihlicke, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1644 [1938]. 
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Im Versuchsteil werden daher die Bereitung des Racemats und der 
D- und L-Form des Mandelsaure-cholinesters sowie einige Eigenschaften 
beschrieben. 

Ergebnisse 

1. Die Eigenhydrolyse des Mandelsaure-cholinesters 

Die papierchromatographische Priifung der Eigenhydrolyse in Ab- 
hangigkeit vom px ergab eine deutliche Abnahme der hydrolytischen 
Spaltung bei Verschiebung des px in den sauren Bereich. Bei pr 5,4 
war praktisch keine Eigenhydrolyse nachweisbar, wahrend der Ester 
bei pu 7,4 nach 15 Stdn. bei 37° voéllig verseift war. 

In Ubereinstimmung hiermit wurde photometrisch nach Hestrin® 
festgestellt, daB nach 16 Stdn. bei 37° und pu 6.4 bereits 54%, bei 
pu 5,4 dagegen 2% des Esters verseift sind. In Anbetracht dieser Er- 
gebnisse wahlten wir auch fiir den Nachweis der enzymatischen Spaltung 
das Verfahren von Hestrin bei pu 5,4, wo die Eigenhydrolyse nicht 
wesentlich in Erscheinung tritt und, wie wir feststellten, dennoch 
Substratspaltung stattfindet. 


2. Versuche mit verschiedenen Seren 
Die Seren von Mensch, Pferd, Ratte und Kaninchen zeigten nach 
Tab. 1 folgende Spaltungsverhaltnisse : 


Tab. 1. Spaltung in ug/ml Ansatz, 18 Stdn. bei 37° und py 5,4. Alle Seren waren 
1:10 verdiinnt. (MCh Mandelsaure-cholinester). 








Substrat Menschen- Pferde- Ratten- Kaninchen- 

(1,75 mg/ml) serum serum serum serum 
DHNMON, 6 6s es 508 190 175 0 
Pomme fog Se OS 750 238 127 0 
te.) Gi rr 127 190 80 0 














Die DL-, D- und L-Form des Mandelsiure-cholinesters werden 
durch die im Serum von Mensch, Pferd und Ratte enthaltene unspezi- 
fische Cholinesterase gespalten. Kaninchenserum zeigt in der Verdiin- 
nung 1:10 keine enzymatische Wirksamkeit. Bei Human- und Pferde- 
serum ist der Spaltungsgrad des D(—)-Mandelsaure-cholinesters gr6éBer 
als der von der DL- und L-Form. Bei Rattenserum ist der Anteil der 
gespaltenen D-Verbindung sogar geringer als der an Racemat. 

Auffallend ist der hohe Spaltungswert der DL- und D-Verbindung 
durch menschliches Serum. Wir bestimmten hier den Spaltungsgrad der 
drei Mandelsaure-cholinester in Abhangigkeit von der Zeit. Tab. 2 zeigt 
die Ergebnisse. 


6S. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 
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Tab. 2. Spaltung bei 37° durch Humanserum (1:10) in Abhangigkeit von der Zeit. 











Substrat Spaltung in ~g/ml 
(1,75 mg/ml) 2Stdn. | 3Stdn. | 6 Stdn. | 18 Stdn. | 24 Stdn. 
1) 65... Go 0 0 133 365 509 
BP NORTS 5 9S) he OAS TAE: “EP te 254 371 604 540 700 
to LC) asa emer ne 0 0 0 127 175 





Die D-Verbindung ist bereits nach 2stdg. Inkubation zu rund 20% 
gespalten, wahrend bei keinem der beiden iibrigen Ester zu diesem Zeit- 
punkt eine Spaltung nachweisbar ist. Das Racemat ist erst nach 6 Stdn. 
zu 10%, der L-Ester sogar erst nach 18 Stdn. zu rund 10% gespalten. 

Um die Spaltungswerte der drei Mandelsaiure-cholinester-Formen 
mit denen bereits untersuchter anderer Cholinester vergleichen zu 
k6énnen, untersuchten wir auch die in Tab. 3 angegebenen Substrate. 


Tab. 3. Spaltung einiger Cholinester (je 4,12 uMol/ml) nach 18stdg. Inkubation 

bei 37°. Die Zahlen bedeuten die pro m/ Ansatz gespaltenen ~Mol Ester. MCh = 

Mandelsaure-cholinester, ACh = Acetylcholin, BeCh = Benzoylcholin, A-S-MeCh 
= Acetyl-/-methyl-cholin. 























Enzym | pt-MCh] v-MCch | 1-MCh | ACh | Bech | “? 

: MeCh 
Humanserum . 1,15 1,70 0,40 2,90 3,00 0 

Pferdeserum . . 0,60 0,73 0,60 3,18 1,95 0,18 

Rattenserum . 0,55 0,40 0,25 3,70 1,95 0,40 


Auch hier fallt bei Verwendung von menschlichem Serum der hohe 
Spaltungsgrad des D-Mandelsiéure-cholinesters auf. Er wird nur von dem 
des Acetylcholins und Benzoylcholins tibertroffen. 


3. Versuche mit der Acetylcholinesterase 
Tab. 4 gibt einen Teil der Spaltungsversuche wieder. Es ergibt 
sich, daB alle drei Modifikationen durch Gewebeextrakte, die fiir ihren 
Gehalt an Acetylcholinesterase bekannt sind, gespalten werden. 


Tab. 4. Spaltung der 3 Mandelsiure-cholinester-Formen (je 1,75 mg/ml) durch 
Gehirnextrakte bei 37° und py 5,4 nach l5stdg. Inkubation. Angaben in pg/ml. 








Substrat Schweinehirn Kaninchenhirn Rattenhirn 
DEIN... 5 ss 382 570 400 
LC! ae 270 545 350 
BO sa) S: ca 572 585 540 





Der Vergleich der beiden optisch aktiven Verbindungen zeigt hier 
einen héheren Spaltungswert des L-Esters, der auch denjenigen des 
racem. Esters iibertrifft. Der Ester mit D-Konfiguration besitzt die 
geringste Spaltungsquote. 
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Um die bei der Spaltung durch Acetylcholinesterase auftretende 
Bevorzugung des L-Mandelsdure-cholinesters naher zu untersuchen, 
bestimmten wir den Spaltungsgrad der drei Mandelsadure-cholinester- 
Formen in Abhangigkeit von der Zeit. Es folgt aus Tab. 5, daB die 
L-Verbindung bereits nach 2 Stdn. zu 12% gespalten ist, wihrend zu 
diesem Zeitpunkt weder D- noch DL-Form eine Spaltung aufweist. 
Nach 3 Stdn. ist der DL-Ester zu rund 5%, der L-Ester zu etwa 15% 
gespalten. Der Spaltungswert des D-Mandelsaure-cholinesters betragt 
erst nach 6 Stdn. 10%. 


Tab. 5. Esterspaltung durch Schweinehirnextrakt bei 37° in Abhangigkeit von 
der Zeit. 








Substrat Spaltungsgrad in wg/ml nach 
(1,75 mg/ml) 2 Stdn. 3 Stdn. 6 Stdn. 18 Stdn. Inkubation 
DUMIOCH . . . 0 64 235 504 
iC i 0 0 159 348 
IMCR: .ue 159 190 470 705 





Wir stellten auch eine Versuchsreihe mit den in Tab. 3 aufgezaihlten 
Substraten auf (Tab. 6). Der Spaltungsgrad des L-Mandelsaure-cholin- 
esters liegt ungefihr in derselben GroBenordnung wie der des Acetyl- 
p-methyl-cholins. Auffallend ist, daB entgegen der Feststellung von 
Nachmansohn und Rothenberg’ auch Benzoylcholin § gespalten 
wird. Auf diese Beobachtung — eine geringe Spaltbarkeit des Benzoyl- 
cholins durch Acetylcholinesterase wies jedoch bereits Augustins- 
son§ hin. 





Tab. 6. Spaltungsgrad einiger Cholinester nach L5stdg. Inkubation bei 37°. Angaben 
in «Mol/ml Ansatz. Abkiirzungen der Ester s. Tab. 3. 


























Enzym pL-MCh | bp-MCh L-MCh ACh BeCh | A-6-MeCh 
Schweinehirn . . 1,22 0,85 1,80 4,00 1,38 1,76 
Kaninchenhirn . 1,80 1,72 1,85 1,00 2,00 
Rattenhirn . . 1,26 1,12 1,70 4,00 0,88 1,90 


Auf Grund unserer Versuche miissen wir annehmen, dab die spezi- 
fische Acetylcholinesterase bei der Spaltung des Mandelsdure-cholin- 
esters die L-Form bevorzugt, waihrend umgekehrt die unspezifische 
Cholinesterase die D-Modifikation besser spaltet. Die einzelnen unter- 
suchten Praparate der spezifischen und unspezifischen Esterase zeigen 
zwar ein unterschiedliches Verhalten. Hier wird wie bei anderen 
esterspaltenden Fermenten die Ermittlung der Affinitats- und Zerfalls- 

7D. Nachmansohn u. M. A. Rothenberg, J. biol. Chemistry 158, 6538 
{1945}. 

8 K. B. Augustinsson, Acta physiol. scand. 15, Suppl. 52, 63 [1948]. 
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konstante der D- und L-Substrat-Ferment-Verbindungen eine weit- 
gehende Aufklarung bringen, auch kann noch die Isolierung der Mandel- 
siure und ihre polarimetrische Untersuchung aus dem Racematester- 
Ansatz zur Charakterisierung des optisch aktiven Auswahlvermégens 
der acetylcholinspaltenden Fermente herangezogen werden. Wir haben 
hierauf verzichtet, da uns zundchst an einem qualitativen Vergleich 
lag und da wahrscheinlich die GesetzmaBigkeiten dieselben sein werden, 
wie sie sich bei den anderen Esterasen ergaben. 


Methodik 


1. pL-Mandelsaure-cholinester 

a) Trimethyl-[f-brom-athyl]-ammoniumbromid: Die Vorschrift von 
Davies, Evans und Hulbert® wurde etwas modifiziert. Durch Erhitzen von 
30g Trimethyl-ammoniumchlorid mit der 2—3fachen Menge CaO ent- 
wickeltes Trimethylamin wurde durch ein mit CaO und NaOH beschicktes Rohr 
geleitet und in einem weiten graduierten Reagenzglas, das in einer CO,-Aceton- 
Kaltemischung von —40° stand, kondensiert. 

In einem vorgekiihlten 200-m/-Erlenmeyer-Kolben wurden 22 ml (0,25 Mol) 
tiefgekiihltes Trimethylamin mit 22 mi (0,29 Mol) vorgekiihltem Athylenbromid 
und 100 ml eiskaltem Aceton versetzt. Der verschlossene Kolben, in dem sich 
sofort oder nach einigen Min. ein weiBer Niederschlag bildete, wurde 1—2 Tage 
bei +2 bis 3° belassen. Die abgesaugten, mit eiskaltem Aceton oder Ather ge- 
waschenen Kristalle des Trimethyl-[{f-brom-athyl]-ammoniumbromids 
wurden 2—3mal aus absol. Methanol umkristallisiert. Schmp. 236—237° (Zers.); 
Lit.: 230—231° 19, 243° (Zers.)®, 223° (Zers.)", Ausb. 31 g (50% d. Th.). 


('sH,3Br,N (247,0) Ber. Br° 32,4 Gef. Br® 32,4*. 


* titrimetrisch nach Mohr 


b) Bromid des pi-Mandelsaure-cholinesters: Nach Horenstein 
und Pahlicke® aus 24,7 g Trimethyl-[f-brom-athyl]-ammoniumbromid 
(0,1 Mol) in 240 ml Wasser > durch nema “80 ises Eintragen von 25,9 g Silbersalz 
der DL- Mandelsaure!? unter Riihren. Nach beendeter Zugabe wurde noch etwa 
10 Min. geriihrt und das Gemisch noch 2 Stdn. im Dunkeln aufbewahrt. Hierauf 
wurde vom AgBr abgetrennt, das Filtrat im Vak. auf dem Wasserbad eingeengt 
und, wie beschrieben®, aufge gry t. WeiBe Kristalle (aus Isopropylalkohol), 
Schmp. 153—154° (Lit.°: 152—154°). Ausb. 29,6 g (93% d. Th.). 


2. Die optisch aktiven Mandelsaure-cholinester 
a) Aus p(—)-Mandelsaure ([{[*]p: —152°, Schmp. 131,5°), dargestellt nach 
Manske und Johnson", und L(—)-Mandelsaure ([a]p: + 135°, Schmp. 131.5 
bis 132°), dargestellt nach Gattermann"™, wurden die Silbersalze dargestellt'*: 


Silbersalz der p-Mandelsaure | “jp: 50,79 (¢ = 0,0197, 0,5n NH.) 
Silbersalz der L-Mandelsiure [x]j?: + 51,6° (¢ = 0,0195, 0,5n NHb). 


® W.C. Davies, E. B. Evans u. F. L. Hulbert, J. chem. Soc. [London] 
1939, 412. 

10 M. Kriiger u. P. Bergell, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 2901 [1903]. 

1 71, Kabashima u. B. Suzuki, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 8, 492; Ref. 
Chem. Zbl. — 1250. 

2 Pp, Karrer, C. Nageliu. H. Weidmann, Helv. chim. Acta 2, 253 [1919]. 

13: R.H. F. Manske u. T. B. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 51, 1906 [1929]. 

ML. Gattermann, Praxis des organischen Chemikers, 8. 207, Verlag W. de 
Gruyter & Co., Berlin 1948. 
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b) Bromid des p-Mandelsaure-cholinesters: Analog 1b) aus 5,0 
Trimethyl-[f-brom-athyl]-ammoniumbromid (0,05 Mol) in 28 ml Wasser 
und mit 5,2g Silbersalz der p-Mandelsaure (0,05 Mol). WeiBe, in Wasser 
leicht losliche Kristalle (aus Isopropylalkohol), Ausb. 3,5 g (56° d. Th.); Schmp. 
138—140°. [a ]?0; —57,3° (c = 0,0082, Wasser). 

c) Das Bromid des L- Mandelsaure-cholinesters wurde entsprechend b) 
dargestellt. WeiBe, leicht wasserlésliche Kristalle vom Schmp. 140—142° (aus 
Isopropylalkohol). Ausb. 52% d. Th. []?0: + 60,2° (c = 0,0106, Wasser). 


Tab. 7. Physikalische und chemische Daten der dargestellten Ester. 


























Bromide der og 20 ov Bw a, mg KOH/g 
Cholinester von Schmp. [.]p o Br o N Ester 
pL-Mandelsaure .| 153—154° — 25,12 4.6 0,177 
p-Mandelsaure . . | 138—140° —57,3° 25,18 4,6 0,174 
L-Mandelsaure . . | 140—142° + 60,2° 25,27 4,6 0,171 
Berechnete Werte —- — 25,16 4,4 0,176 


d) Derivate der Mandelsaure-cholinester: Cholinester bilden im all- 
gemeinen mit Goldchlorid, Platinchlorid, Pikrinsiure!®, Reineckesdéure!> oder 
Brom!® kristalline Verbindungen mit charakteristischen Schmelzpunkten. Hierzu 
rechnen auch die Reaktionen mit Dipikrylamin'’ und mit Natrium-tetra- 
phenyloborat!%. Unsere Versuche, mit einem dieser Reagenzien ein charakte- 
ristisches Derivat des Mandelsaure-cholinesters zu erhalten, “filhrten nur mit dem 
letztgenannten zu einem Erfolg: Die Lésung von je 160 mg Bromid des DL-, D- 
bzw. L-Mandelsaure-cholinesters in 15 ml Wasser wurden mit einigen Tropfen 
Essigsiure versetzt. Unter Riihren lieB man 10 ml einer 0,lm war. Natrium- 
tetraphenyloborat-Lésung (,,Kalignost‘‘-Heyl) zutropfen. Die sofort reichlich auf- 
tretenden Niederschlage blieben 24—30 Stdn. bei 2—3° stehen. Da sie schwer 
filtrierbar waren, zentrifugierten wir sie 20 Min. bei 4000 U/Min. Darauf wurde in 
warmem Aceton gelést und mit Wasser bis zur Triibung versetzt. Nach 1—2stdg. 
Aufbewahren im Kiihlschrank lieBen sich weiBe Kristalle absaugen, die nach 
weiterem Umbkristallisieren mehr oder weniger scharfe Schmelzpunkte zeigten 
(Tab. 8). 


Tab. 8. Daten der Tetraphenyloborate. 

















ia 
[etraphenyloborat , . 

7 y ‘ Schmp. x ~ (Aceton oN 

Oo 
von 

pL-Mandelsiure-cholinester 169—172° 2,6 
p-Mandelsaure-cholinester . 189—191° — 25,6° ye 
L-Mandelsaure-cholinester . 189—192° +- 22,4° 2.6 
Berechnet — 2,5 


3. Die Eigenhydrolyse des p1i-Mandelsiure-cholinesters nach 
15 Stdn. bei 37° in Phosphatpuffer von verschiedenem py wurde im System 
n-Butanol/Athanol/Essigsaure/Wasser 8:2:1:3 papierchromatographisch unter- 
sucht; Entwickler: Kaliumtetrajodobismutat. 

1S SD. G lick, J. biol. Chemistry 156, 644 [1944]. 

16 H. Niemer u. A. v. Schlichtegroll, diese Z. 288, 47 [1951]. 

17}. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]. 

18 P, Marquardt u. G. Vogg, diese Z. 291, 143 [1952]. 
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4. Der Nachweis der enzymatischen Mandelsaure-cholinester- 
spaltung erfolgte nach der von Hestrin® fiir Acetylcholin und andere Cholin- 
ester beschriebenen Hydroxamsaure-Methode, die sich ohne Schwierigkeit auf den 
Mandelsaure-cholinester anwenden lief. Hierbei wurde der unverseift zuriick- 
gebliebene Ester nach Umwandlung in die Hydroxamsaiure und Zusatz von 
FeCl,-Lésung bei py 1,0—1,2 bei 546 my im Photometer Eppendorf gemessen. 
Wegen des Phosphatpuffers als Reaktionsmedium waren wir gezwungen, an Stelle 
der sonst iiblichen 0,37m FeCl,-Lésung eine 0,74m Lésung zu verwenden. AuBer- 
dem ersetzten wir die etwa 4n HCl durch eine 3,5n Lésung. 

5. Die Hirnextrakte wurden nach Augustinsson!® hergestellt. Die 
Ansiatze enthielten jeweils 800 mg Frischgewebe pro ml. 


Zusammenfassung 


Die Darstellung von DL-, D- und L-Mandelsaure-cholinester wird 
beschrieben. Die in neutralem und alkalischem Medium starke Eigen- 
hydrolyse dieser Ester ist bei px 5,4 sehr gering. 

Die enzymatische Hydrolyse wurde daher bei px 5,4 nach Hestrin® 
kolorimetrisch bestimmt. Bei Verwendung von menschlichem Serum, 
das die unspezifische Cholinesterase enthalt, zeigt sich eine sehr starke 
Wirkung auf den D-Mandelséure-cholinester, dagegen wird die L-Form 
durch die spezifische Acetylcholinesterase des Gehirns besser gespalten. 

Die acetylcholinspaltenden Fermente zeigten also auch eine stereo- 
chemische Spezifitaét, wie sie bei anderen Esterasen schon friiher ein- 
gehend untersucht worden ist. 


Summary 


The synthesis of DL-, D-, and L-mandelic acid choline esters is 
described. Autohydrolysis of these esters is strong in neutral and alkaline 
media and much weaker at pH 5.4. 

The enzymatic hydrolysis was therefore determined colorimetri- 
cally at pH 5.4 according to Hestrin®. When human serum containing 
the unspecific choline esterase is used, a strong action on D-mandelic 
acid choline ester is demonstrated, whereas the L-form is hydrolysed 
more efficiently by the specific acetyl choline esterase of brain. 

Thus, the acetyl choline cleaving enzymes also showed a stereo- 
chemical specificity as already investigated in detail for other esterases. 





 K..B. Augustinsson, Biochem. J. 40, 343 [1946]. 
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Uber das Vorkommen von Athylmalonsaure im Harn 
Von 
Karlheinz Stalder 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1958) 


Herrn Professor Karl Thomas zum 75. Geburtstag gewidmet 


Bei quantitativen Untersuchungen tiber kurzkettige Dicarbonsaéuren 
im Harn? fand sich papierchromatographisch regelmaBig auch eine 
Saure, deren Ort auf den Chromatogrammen dem der Athylmalonsiure 
entsprach. Athylmalonsiure geht bei der benutzten Bestimmungs- 
methodik! bei der papierchromatographischen Vorfraktionierung mit 
Athanol/Ammoniumcarbonatpuffer in die ,,Bernsteinsaiurefraktion™, 
von der sie durch Rechromatographie mit saurem Isoamylformiat ab- 
getrennt wird. 

Die Saure lieB sich zur weiteren Identifizierung aus normalem 
Menschenharn am besten durch Kombination von praparativer Papier- 
chromatographie (mit Athanol/Ammoniumcarbonatpuffer) und an- 
schlieBender Chromatographie an Kieselsiure (mit Chloroform/Buta- 
nol)*-4, isolieren. Zur Identifizierung wurde neben Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt die Farbreaktion nach Riester mit 1.3.3-Tri- 
methyl-indolin-2-methen-m-aldehyd* herangezogen, ferner Decarboxy- 
lierung und Nachweis der entstandenen Buttersaure. 


Tab. 1. Athylmalonsaureausscheidung im Harn von Mensch und Ratte. 
Rattenfutter: etwa 5g Haferflocken, 1g Magermilchpulver, 75 E Vit. A. Ver- 
suchspersonen bei knapper Normalkost. 














Kérperoberflache** mg Athylmalonsaureausscheidung 
(m2) ; ! pro Tag u. m? 
pro Tag Koérperoberfl. 
atte 295 g* 0,04 0,0665 1,66 
Ratte 283 g* 0,039 0,025 0,64 
Mensch 57 kg 1,67 2,45 1,47 
Mensch 80 kg 1,96 3,87 1,97 
* Durchschnitt im untersuchten Kollektiv. ** Berechnung vgl. |. c.1, Legende zu Abb. 1. 


1K. Stalder, diese Z. 311, 221 [1958]. 

2 K. Thomas u. K. Stalder, diese Z. 318, 22 [1958]. 

3 F. A. Isherwood, Biochem. J. 40,688 [1946]; E. Klenk u. W. Bon- 
gard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

4K. Thomas u. K. Stalder, Chem. Ber. 90, 970 [1957]. 
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Die quantitative Bestimmung der Athylmalonséure im Harn von 
Mensch und Ratte (Tab. 1) gibt Werte, die bezogen auf die Kérperober- 
fliche — wie friiher fiir andere Dicarbonséuren beschrieben! — in 
gleicher GréBenordnung liegen. 


Stoffwechselverhalten von Athylmalonsaure 
Nach subcutaner Injektion von Athylmalonsiure als Natriumsalz 
(s. Tab. 2) schieden Ratten — dhnlich wie im Falle der Methylmalon- 
siure? — etwa 20% der applizierten Menge in den folgenden vier Tagen 





Tab. 2. Ausscheidung von Athylmalonsiure und Bernsteinsdure nach parenteraler 
Zufuhr von Athylmalonsaure. 

10 Ratten, 6 9, 4 3, Gesamtgewicht 2,950 kg. Futter vgl. Tab. 1. Am Beginn des 

5. Versuchstags wurden je Tier 50 mg Athylmalonsaure, mit Natriumcarbonat 

annahernd neutralisiert (py 6,5), in jeweils 2 ml dest. Wasser subcutan injiziert. 








q Im 48-Stdn.-Harn ausgeschiedene 
Versuchstage is , 
mg Athylmalonsaure mg Bernsteinsiure 

lu. 2 1,35 1,95 

3.u. 4 1,00 2,6 

5 u. 6 77,5 7,0 

re 16,5 3,05 

9 u. 10 3,75 1,6 

ll u. 12 Spur Spur 

13 u. 14 Spur Spur 








wieder aus. Die Bernsteinsiureausscheidung war gleichzeitig erhdht. 
Die absoluten Bernsteinsiurewerte liegen zwar unter den friiher? bei 
der Methylmalonsiurebelastung gefundenen, doch liegen auch die 
Normalwerte beim untersuchten Rattenkollektiv recht niedrig. Im 
Laufe einiger Tage sinken die ausgeschiedenen Mengen beider Sauren 
und zwar unter die Vergleichswerte der Vorperiode. 


Herkunft der Athylmalonsaure 


Analog dem  Stoffwechselzusammenhang Valin—Methylmalon- 
siiure>2 bietet sich ein solcher zwischen dem Isoleucin und der Athyl- 
malonsaure an. Wie die Abbild. zeigt, findet sich nach Fiitterung von 
DL-Isoleucin eine deutliche Vermehrung der Athylmalonsaure im Harn. 
Gleichzeitig tritt auch hier eine vermehrte Bernsteinséureausscheidung 
auf. Malonsdure und Methylmalonsiure, die ebenfalls bestimmt wurden, 
blieben unverandert. 

> O. Barnabei, A. Valyasevi, L. A. Barness u. P. Gyorgy, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 69, 259 [1957]. 
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KinfluB der Fiitterung von Isoleucin auf die Ausscheidung von Athylmalonsiure 

(schwarze Saulen) und Bernsteinsiure (schraffierte Siulen) im Harn von 10 Ratten, 

5 2, 5 3, Gesamtgewicht 2,83 kg. Wahrend der mit Pfeilen bezeichneten Sammel- 

perioden wurden 500 mg pt-isoleucin je Tag und Tier verfiittert. Jedes Saulenpaar 

gibt die in 48 Stdn. ausgeschiedenen Mengen an. Wo durch gekennzeichnet, 
liegen die Sammelperioden 48 Stdn. auseinander. 


Besprechung der Ergebnisse 


Robinson, Bachhawat und Coon® haben gefunden, daB der 
Abbau des Isoleucins iiber die entsprechenden Coenzym-A-Verbindungen 
von «-Methyl-buttersiure, Tiglinsiure, «-Methyl-j-hydroxy-butter- 
siure, «-Methyl-acetessigsiure zu den Coenzym-A-Verbindungen von 
Propion- und Essigsiure fiihrt. Die hier wiedergegebenen Versuchs- 
ergebnisse lassen an einen weiteren Abbauweg denken, der wahrschein- 
lich (an Stelle der Tiglinsiiure oder durch Umlagerung daraus) tiber 
a-Athyl-acrylsiure, «-Athyl-$-milchsiure zu Athylmalonsaure fiihrt. 

Die Untersuchung des Stoffwechselverhaltens der Athylmalon- 
siure gibt einen Anhalt dafiir, daB es sich eher um ein Intermediar- 
produkt als um ein Stoffwechselendprodukt handelt. Die Ausscheidung 
gleicht in Menge und zeitlichem Verlauf bei entsprechender Belastung 
den von der Methylmalonsiure bekannten Daten. Hinsichtlich des Ab- 
baumechanismus der Athylmalonsiure liegt der Gedanke an eine 


6 W.G. Robinson, B. K. Bachhawat u. M.J.Coon, J. biol. Chemistry 
218, 391 [1956]. 
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Decarboxylierung nahe, méglicherweise iiber die entsprechende Tri- 
carbonsaure, was die auffillig vermehrte Bernsteinséureausscheidung 
verstandlich machen wiirde. Doch sind fiir diese Beobachtung andere 
Deutungen — etwa Fermenthemmungen, deren ursachliche Rolle in 
anderen Fallen vermehrter Bernsteinausscheidung wahrscheinlich war? — 
moglich. Die gleichzeitige Kontrolle von Malon- und Methylmalonsaure, 
die unbeeinfluBt blieben, schlieBt unspezifische Effekte aus. 


Beschreibung der Versuche 


Verwendete Substanzen: Athylmalonsaure aus dem Diathylester (Riedel- 
de Haén) zeigte sich papierchromatographisch noch nicht einheitlich und wurde 
weiter iiber das Bariumsalz gereinigt®. Das Bariumsalz ist in heiBem Wasser 
schwerer léslich als in kaltem. Nach mehrmaligem Waschen mit heiBem Wasser 
wurde in kaltem Wasser aufgenommen und das Barium mit 2n H,SO, gefallt und 
abzentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde mit Ammoniak neutralisiert 
und im Vak. bei 50° eingeengt. Ansiuern mit Phosphorsaiure, Atherextraktion, 
Umkristallisieren aus Ather-Petrolither. Schmp. 112—113°. Weitere Dicarbon- 
siuren wie bei friiheren Arbeiten angegeben. pL-Isoleucin (Degussa). 

Isolierung von Athylmalonsaure aus Harn: Etwa 201 Harn von 
mehreren stoffwechselgesunden Mannern wurden im Vak. bei 50° eingeengt und 
in iiblicher Weise nach Ansiuern und Filtration durch Kieselgur im Kutscher- 
Steudel-Apparat mit Ather extrahiert. Der Riickstand des getrockneten Ather- 
extraktes wurde erneut in wenig Wasser aufgenommen (Abfiltrieren unléslicher 
Schmieren) und einige Male mit Ather ausgeschiittelt. Dieses Vorgehen ist nicht 
quantitativ, stellt aber eine gute Anreicherung der Athylmalonsaure gegeniiber 
anderen schwerer atherléslichen Sauren dar. Aus einer Serie in Athanol/Ammo- 
niumcarbonatpuffer gelaufener Papierchromatogramme werden die entsprechenden 
Zonen (vgl. |. c.1) abgetrennt und mit Aceton extrahiert. Der Extrakt wurde nach 
sorgfaltiger Entfernung von Acetonspuren im Vak. (Exsikkator iiber Nacht) in 
tert.-Pentanol gelést, mit Chloroform verdiinnt, so daB die Pentanolkonzentration 
etwa 1% betrug und an Kieselsiure (Mallinckrodt) mit 0,5n H,SO, als stationarer 
Phase, Chloroform/n-Butanol als mobiler ery chromatographiert®*. Saulen- 
fiillung 10 g; Butanolkonzentration ansteigend 1, 2, 3 und 5%. Bei 3% wurde eine 
sehr reine Athylmalonsiure fraktion erhalten. Schmp. 111—112° (unkorr., aus 
Ather-Petrolather), Misch-Schmp. 110-—112°. Die Farbreaktion nach Riester 
(vgl. 1. ¢.4) mit 1.3.3-Trimethyl-indolin-2-methen-w-aldehyd, die von Malonsaure 
und monosubstituierten Malonsiuren gegeben wird, war positiv, der blaue Farb- 
stoff zeigte ein Absorptionsmaximum bei 634 ms. Weiterhin wurde eine kleine 
Menge der isolierten Saure durch Erhitzen im geschlossenen Réhrehen decarb- 
oxyliert® und die entstandene Buttersiure papierchromatographisch nachgewiesen 
(s. Tab. 3b). 

Quantitative Bestimmungen: Im Rahmen der frither beschriebenen 
Arbeitsweise! findet sich Athylmalonsaure, wie eingangs erwahnt, bei der Vorfrak- 
tionierung mit Athanol/ Ammoniumcarbonatpuffer 5:2 (v/v) in der Zone der 
Bernsteinsaure (vgl. 1. c.1, Tab. 3) und wird durch Isoamylformiat/Wasser/98—100- 
proz. Ameisensaure 11: 1: :2 (v/v/v)!° von dieser Séure getrennt. Lauf quer zur 
Maschinenrichtung erwies sich dabei als vorte ilhaft, da besonders die Athylmalon- 
saureflecke hierbei konzentrierter und besser abgrenzbar sind. Bei Priifung auf 
Einheitlichkeit mit Xylol/Phenol/85proz. Ameisensiure 7:3:1 (vgl. Tab. 3) nach 

7 Vel. 1. c.2, FuBnoten 10, 20 u. 21. 
8 C. Daimler, Liebigs Ann. Chem. 249, 177 [1888]. 
’ J. Wislicenus u. F. Urech, Liebigs Ann. Chem. 165, 93 [1873]. 
10 H. Kalbe, diese Z. 297,19 [1954]. 
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Tab. 3. %Rs-Werte*. 





a) der Athylmalonsaure bei den quantitativen Untersuchungen (Beispiele) 








Isoamylformiat/Wasser/ Xylol/Phenol 
Herkunft 98—100proz. Ameisen- 85proz. Ameisen- 
saure 11/1/2 (g/g/v) saure 7/3/1 (g/g/v) 
normaler Rattenharn . 63,5 (64,0)** 30,3 (33,5)** 
Rattenharn nach 
Isoleucinfiitterung . 65,0 (62,0) 33,0 (33,5) 
normaler Menschenharn 64,0 (65,0) 31,5 (33,0) 











b) der aus norm. menschlichen Harn isolierten Athylmalonsaure und der daraus 
durch Decarboxylieren erhaltenen Buttersiure 








Saure Isopropylalkohol/Ammoniumcarbonatpuffer 3/1 (v/v) 
Athylmalonsaure . . . 26,0 (24,0)** 
Buttersture ..... 150,0 (150.5) 





* Bezogen auf Sebacinsiiure = 100; vgl. H. Kalbe?®. 
** In Klammern: jeweils auf dem gleichen Bogen mitgelaufene Vergleichssubstanzen, 


Elution der beim letztgenannten Lauf erhaltenen Flecken war keine weitere Auf- 
trennung nachweisbar. — Genau halbierte Ansaitze mit Zusatz einer bekannten 
Menge synthetischer Athylmalonsiure zur einen Halfte lieferten dic folgenden 
Ergebnisse : 


1. Ansatz, Halfte mit Zusatz (3 mg) 3,59 mg 


Halfte ohne Zusatz 1,58 mg 
wiedergefunden: ‘2,01 mg (== 67%) 
2. Ansatz, Halfte mit Zusatz (3 mg) 3,335 mg 
Halfte ohne Zusatz 0,635 mg 
wiedergefunden: 2,4 mg (= 90%). 
Tierversuche: Verwendet wurden jeweils 10 weiBe Laboratoriums-Rein- 


zuchtratten, Gesamtgewicht bei den Tabellen bzw. bei der Abb. angegeben. Fiit- 
terung, Harngewinnung vel. |. c.?. 

Herrn Professor Karl Thomas danke ich fiir sein Interesse an dieser Arbeit, 
Herrn Dr. Hermann Stegemann fiir wertvolle Diskussionen. Fiir experimentelle 
Mitarbeit habe ich den Herren Ernst Bohn und Hermann Flachsbart zu 
danken. Die Untersuchung wurde durch die Hauptverwaltung der Bergbau- 
Berufsgenossenschaft, Bochum, gefordert. Die Firma Degussa (Frankfurt/ 
Main) stellte freundlicherweise das pi-Isoleucin kostenlos zur Verfiigung. 


Zusammenfassung 


Athylmalonsaure wurde als regelmaBiger Bestandteil im Harn von 
Mensch und Ratte gefunden. Nach Fiitterung von DL-Isoleucin war 
die Ausscheidung vermehrt. Zugefiihrte Athylmalonsiure wurde im 
Organismus in gleichem Mabe abgebaut, wie friiher bei der Methylmalon- 
siure beobachtet?. Die Entstehung der Athylmalonsaure aus Isoleucin 
wird im Rahmen bisher bekannter Abbaumechanismen dieser Amino- 
siure diskutiert. 








Athylmalonsaure im Harn Bd. 314 (1959) 


Summary 


Ethyl malonic acid was found to be a normal constituent in the 
urine of man and rat. After feeding DL-isoleucine, the excretion was 
elevated. Administrated ethyl malonic acid was catabolised in the 
organism to the same extent as observed earlier for methyl malonic 
acid?, The formation of ethyl malonic acid from isoleucine is discussed, 
taking into consideration the known breakdown mechanisms of this 


amino acid. 
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Biochemische Untersuchungen zum Silikoseproblem 
Enzymhemmung durch Kieselsiure 
am Beispiel der mikrosomalen Glucose-6-phosphatase* 
Von 
Klaus Krisch 


Aus dem Zentrallaboratorium der Stidt. Krankenanstalten Mannheim 
Vorstand: Prof. Dr. Hj. Staudinger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, Oktober 1958) 


Im Zusammenhang mit Problemen der Silikoseentstehung wurde 
bereits von verschiedener Seite der EinfluB von Kieselsiure auf einige 
Enzymsysteme untersucht. Bei in-vitro-Versuchen mit geléster Kiesel- 
siure wurden verschiedentlich Schadigungen enzymatischer Zellfunk- 
tionen beschrieben!~*. Die meisten Autoren sahen Enzymhemmungen 
jedoch nur bei Verwendung héherkonzentrierter, polymerer Kieselsaure. 
Dabei wurde zum Teil mit extrem hohen Konzentrationen (bis 1,0% 
Natriumsilikat-Endkonzentration) gearbeitet?. 

In einer friiheren Arbeit haben wir den EinfluB von 10 mg% Oligo- 
kieselsiure auf einige Mitochondrienfunktionen untersucht und eine 
Erniedrigung des P/O-Quotienten gefunden’. Parallel zu dieser funktio- 
nellen Schadigung kommt es zu einer beschleunigten Schwellung isolierter 
Mitochondrien, die auch durch elektronenmikroskopische Untersuchungen 
sichtbar gemacht werden konnte’. 

Es war von Interesse, ob auch andere Zellelemente oder Enzyme 
durch niederkonzentrierte Kieselsiure geschadigt werden kénnen. Wir 
berichten im folgenden tiber Untersuchungen der in der Mikrosomen- 
fraktion lokalisierten Glucose-6-phosphatase. Am Beispiel dieses Enzyms 
wurde der Mechanismus einer Enzymhemmung durch Kieselsiure naher 
untersucht. Ferner wird kurz auf eine Reihe von Enzymen einge- 
gangen, deren Aktivitat durch Oligokieselsiure nicht beeinfluBt wird. 

* Uber einen Teil der hier beschriebenen Ergebnisse wurde bereits kurz auf 
dem Internat. KongreB fiir Staublungenforschung in Miinster 1957 berichtet. In 
der vorliegenden Arbeit werden die experimentellen Grundlagen dazu zusammen- 
fassend dargelegt. 

1 EK. J. King, J. Occ. Med. 4, 26 [1947]; W. Liihning, Beitr. Silikoseforsch. 
28, 33 [1954]; W. Klosterkétter, Arch. Hyg. Bakteriol. 138, 522 [1954]; 139, 62 
[1955]. 

2 D. M. James u. J. Marks, J. of Hyg. 54, 342 [1956]. 

3M. T. Dmitrenko, Vraéebnoe delo 6, 630 [1957}. 

4 W. Kersten, K. Krisch u. Hj. Staudinger, diese Z. 318, 109 [1958]. 

5 H. W. Schlipkéter, Hj. Staudinger, K. Krisch u. J. Lehmann, 
IV. Internat. KongreB f. Elektronenmikroskopie, Berlin, 10.—17. 9. 1958. 

15 
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Methodik 


Die Aktivitat der Glucose-6-phosphatase wurde nach R. Gianetto und 
R. Viala®, anorganisches Phosphat nach Martin und Doty’ bestimmt. Die 
Phosphatbestimmung wird durch die angewandten Kieselsiurekonzentrationen 
nicht gestort, da die Silikomolybdansaure in Isobutanol-Benzol nicht léslich ist. 
Leerwerte ohne Enzym ergaben mit und ohne Kieselsaiure stets gleich niedrige 
Werte. 

Die Kieselsaurelésungen wurden jeweils frisch durch Neutralisation der ent- 
entsprechenden Mengen Natriumsilikat mit Salzsiure hergestellt und dann mit 
0,05m Tris-HCl auf pH 6,8 gepuffert. Den Vergleichsansitzen wurde die ent- 
sprechende Menge Kochsalz zugesetzt. AuBerdem arbeiteten wir noch mit Kiesel- 
sdurelésungen, die durch Hydrolyse des Orthokieselsiure-totramethylesters her- 
gestellt wurden. Einzelheiten dazu s. |.c.*. 

Rattenlebermikrosomen wurden in 0,25m Saccharoselésung in Anlehnung an 
Schneider® isoliert. Der mitochondrienfreie Uberstand wurde 30 Min. bei 
100000 x g zentrifugiert. Die Mikrosomen wurden in 0,05m Tris-HCl, pa 6,8, so 
aufgenommen, daB 1,0 ml 500—600 mg Rattenleber-Frischgewicht entsprach. Der 
Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl! kontrolliert, wobei der auf Tris entfallende 
Stickstoff jeweils abgezogen wurde. Weitere Einzelheiten sind den Legenden der 
Abbildungen zu entnehmen. 

Die alkalische und saure Serumphosphatase wurde nach Huggins und 
Talalay® bzw. nach Jenner und Kay!® bestimmt. 

Die Aktivitat der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde im optischen 
Test in der von Pfleiderer angegebenen Weise gemessen! *. 

Die Serum-Milchsiuredehydrogenase wurde nach Amelung und Horn”, 
die ascorbinséureabhingige DPNH-Oxydase nach Kersten, Kersten und 
Staudinger' bestimmt. 


Ergebnisse 
1. Untersuchungen iiber die Glucose-6-phosphatase 


Nach Gianetto und Viala® finden sich 75% der Glucose-6-phos- 
phatase-Aktivitat eines Leberhomogenates in der Mikrosomenfraktion. 
Es ist bis heute noch nicht gelungen, das Enzym aus den Mikrosomen in 
aktiver Form in Lésung zu bringen und weiter zu reinigen. Die aus Leber- 
homogenat dargestellte Glucose-6-phosphatase-Fraktion nach Swan- 
son" ist nach unseren Erfahrungen, auf Protein bezogen, nicht aktiver 
als Mikrosomen selbst. 

6 R. Gianetto u. R. Viala, Science [Washington] 121, 801 [1955]. 

? J. B. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]. 

8 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 176, 259 [1948]. 

® C. Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1945]. 

10 H. D. Jenner u. H. D. Kay, Brit. J. exp. Pathol. 18, 22 [1932]. 

1G. Pfleiderer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 991, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1956. 

122 —D. Amelung u. H. D. Horn, Dtsch. med. Wschr. 81, 1701 [1956]. 

13 H. Kersten, W. Kersten u. Hj. Staudinger, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 27, 598 [1958]. 

14M. A. Swanson, J. biol. Chemistry 184, 647 [1950]. 

* Fiir Uberlassung einer Probe des Enzyms sind wir Herrn Dr. W. Lam- 
precht, Miinchen, sehr zu Dank verpflichtet. 
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Wir arbeiteten bei den im folgenden beschriebenen Versuchen mit 
Rattenlebermikrosomen. Zunachst wurde gepriift, ob die Reaktions- 
geschwindigkeit der eingesetzten Proteinmenge (angegeben in y N/Ansatz) 
proportional ist. Wie Abb. 1 zeigt, besteht unter den angegebenen Be- 
dingungen eine lineare Beziehung zwischen den beiden GréBen. 

Ferner wurde die Aktivitaét der Glucose-6-phosphatase in Ab- 
hangigkeit von der Substratkonzentration untersucht (Abb. 2). 

Auf Grund der ermittelten Werte wurde bei den weiteren Ver- 
suchen die Konzentration an Glucose-6-phosphat so gewahlt, daB Sub- 
stratséttigung gewahrleistet war. 


T 
| 














\ a . . l 
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g | 
4dr + a: = 
3 
~ "204 4 + — 
| 
| 
— | L J 
255 10 8 (OE yg 
y» Mikrosomen-N —=— 10° [S] (m] —= 
Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Abhangigkeit der Substratspaltung von der eingesetzten Proteinmenge. 
Die Ansitze enthielten in 2,5 m/l: 0,05m Trispuffer, pH6,8; 0,008m Glucose-6-phos- 
phat, Rattenlebermikrosomen entsprechend 20—80 mg Frischleber. Inkubation 
30 Min. bei 37°. 
Abb. 2. Aktivitat der Glucose-6-phosphatase in Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration. Ansatze wie in Abb. 1; 101 » Mikrosomen-N, entspr. 26 mg Frisch- 
leber. 


Wir untersuchten nun den Einflu8 von Kieselsiure auf diese enzy- 
matische Reaktion. Bereits 10mg% SiO, (1,67 « 10-%m) bewirkten 
regelmaBig eine Hemmung der Phosphatabspaltung um 10—15% gegen- 
iiber Kontrollansitzen. Mit zunehmender Kieselsiurekonzentration 
wurde auch die Reaktionshemmung ausgepragter (Abb. 3). 

Wie im methodischen Teil naher ausgefiihrt, stellten wir die Kiesel- 
siurelésungen einmal durch Neutralisation von Natriumsilikat, zum 
anderen durch Hydrolyse des Methylesters her. Das letztere Verfahren 
gilt als besonders geeignet zur Darstellung oligomerer Kieselsdure. Das 
Ausma8 der beobachteten Hemmung war in beiden Fallen gleich, auch 
10mg% (1,67 x 10-8m)_ ,,Esterkieselsiiure‘’ hemmten die Glucose-6- 
phosphatase-Aktivitét um 10—15%. Dies spricht einmal dafiir, daB 
auch sicher oligomere Kieselsiure als Inhibitor wirksam ist, und zum 
anderen dafiir, daB die beobachtete Enzymhemmung tatsichlich durch 
Kieselsiure und nicht z. B. durch irgendwelche Verunreinigungen des 
Natriumsilikats hervorgerufen wurde. 

15* 
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Mit diesem Ergebnis stellt sich die weitere Frage nach dem Typ der 
vorliegenden Enzymhemmung durch Kieselsiure. Es wire denkbar, dab 
Kieselsiure das Substrat vom Enzym verdrangt, mit anderen Worten 
kompetitiv hemmt. Dann miiBte mit zunehmendem SubstratiiberschuB 














Min 


Abb. 3. Hemmung der Glucose-6-phosphatase durch Kieselsaure. Ansatze wie in 
Abb. 1; 104 y Mikrosomen-N, entspr. 27 mg Frischleber; SiO,-Konzentration 
wie angegeben. 


das AusmaB der Hemmung abnehmen. Wir haben daher die Reaktions- 
geschwindigkeit bei gleichbleibender Inhibitorkonzentration (10 mg% 
SiO, = 1,67 x 10-8m) in Gegenwart steigender Substratkonzentration 
studiert. Die graphische Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte nach 
Hunter und Downs?’. 





Abb. 4. Graphische Ermittlung des Hem- 
| mungstyps nach Hunter und Downs". 
aL | nel bce oe a Ansatze wie bei Abb. 1; 1,67 x 10-3mSiO,. 
4 8 12 le Erklarung s. Text. 
103 [S] (m) = 


I 

n $ 
Re 
| 


. x ' Y 7 . . . . 
In Abb. 4 ist [J] i gegen [S] aufgetragen, wobei [J] die Inhibitor- 
ot 
konzentration, [|S] die Substratkonzentration und x die sogenannte Restaktivitit 
(r4/v Verhaltnis der Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart des Inhibitors zu 
Reaktionsgeschwindigkeit ohne Inhibitor) bedeuten. Bei der kompetitiven Hem- 








mung wird der Ausdruck [J] ‘ae mit zunehmender Substratkonzentration gr6Ber, 
% 





und man erhalt eine ansteigende Gerade. 

Im vorliegenden Falle ergab sich eine parallel zur Abszisse ver- 
laufende Gerade, d. h. das Ausmafi der Hemmung ist unabhangig von 
der Substratkonzentration. Dies ist charakteristisch fiir die nichtkompe- 
titive Hemmung. 


19 A. Hunter u. C. E. Downs, J. biol. Chemistry 157, 427 [1945]. 
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Es war weiter von Interesse, ob die Einwirkung von Kieselsaure auf 
Mikrosomen irreversible Schadigungen der Glucose-6-phosphatase zur 
Folge hat. Wir priiften daher, ob nach Vorinkubation der Mikrosomen 
in Kieselsiure ein anschlieBendes Verdiinnen oder Auswaschen der 
Kieselsiure die Enzymhemmung wieder aufheben kann. Abb. 5 zeigt, 
daB dies méglich ist. 

Uberraschenderweise zeigte sich bei diesen Versuchen, daB auch bei 
Vorinkubation mit Lésungen bis 50 mg % SiO, (8,35 « 10-3m) die Mikro- 
somen nicht irreversibel geschidigt werden. Oberhalb einer Konzen- 
tration von 10—l6mg% SiO, beginnen Kieselsiurelésungen bald zu 














Abb. 5. Reversibilitat der Kieselsiurewirkung. I: Vergleichsansatz (Mikrosomen 
24 Stdn. bei + 2° aufbewahrt) ohne SiO,; Il: Mikrosomen 24 Stdn. bei + 2° in 
50 mg% SiO, vorinkubiert, im Ansatz dann auf eine Endkonzentration von 
1,0 mg% SiO, verdiinnt; III: 40 mg% SiO, + Vergleichsmikrosomen (wie bei I). 


polymerisieren?. Kolorimetrische Analysen ergaben, da von 50 mg% 
SiO,-Lésungen (je nach Temperatur und Alter der Lésungen) 30—40 mg % 
nicht mit Molybdat reagieren. Die Molybdatreaktion wird bekanntlich 
nur von Mono- und niedrigoligomerer Kieselsiure (n = 2—4) gegeben. 
Auch die sogenannte Polykieselsiure stellt vermutlich, je nach Alter, 
Darstellung und Konzentration der Lésungen, ein heterogenes Gemisch 
verschiedener Polymerisationsgrade dar. Sicherlich sind jedenfalls die 
Effekte von Oligokieselsiure reversibel. Offenbar braucht aber auch 
Einwirkung von Polykieselsiure in diesen relativ geringen Konzentra- 
tionen nicht zu einer irreversiblen Enzymdenaturierung zu fiihren. 


2. Untersuchungen einiger anderer Enzyme 

Bereits bei friiheren Untersuchungen hatten wir festgestellt, daB 
Alkoholdehydrogenase durch Kieselsiure nicht gehemmt wird. Ebenso 
hatten Kieselséurelésungen bis zu einer Konzentration von 25 mg% 
SiO, keinen EinfluB auf die Adenosintriphosphatase-Aktivitiét von 
Rattenlebermitochondrien*. Wir haben in der letzten Zeit weiterhin 
die alkalische und saure Serumphosphatase, die Glucose-6-phosphat- 
Dehydrogenase und die Serum-Milchsiuredehydrogenase-Aktivitat 
untersucht. Die Aktivitaét der Phosphatasen wurde nach Huggins und 
Talalay® an Hand des aus Phenolphthaleinphosphat freigesetzten 
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Phenolphthaleins und zusatzlich nach Jenner und Kay? mit -Glycero- 
phosphat als Substrat bestimmt. Nach der letzteren Methode wurde 
Serum von 12 Normalpersonen untersucht. In allen Fallen ergaben sich 
keine signifikanten Aktivititsunterschiede zwischen den SiOQ,-haltigen 
Ansitzen (10 mg%) im Vergleich zu Kontrollen ohne Kieselsaure. 

Die Aktivitaét der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde im 
optischen Test bei 340 mu an Hand der TPN-Hydrierung verfolgt. Auch 
hier konnte keine Reaktionshemmung durch 10 mg% Kieselsiure beob- 
achtet werden. Weiterhin wurden auch die Serum-Milchsduredehydro- 
genase sowie die von uns beschriebene ascorbinséureabhangige DPNH- 
Oxydase aus Nebennierenmikrosomen'* durch oligomere Kieselséure 
nicht beeinfluBt. 


Diskussion 
Nach Hass und Byrne?® verlauft die enzymatische Spaltung von 
Glucose-6-phosphat (G-6-P) im einzelnen folgendermaBen: 
1. Enz. + G-6-P ——— Enz. — G-6-P ——.- Enz.—P + Glucose 
2. Enz.—P ——— Enz. + PO,*°. 


Wie wir oben angefiihrt haben, ist die Hemmung der Glucose-6- 
phosphatase durch Kieselsiure nicht kompetitiv. Offenbar ist die Haft- 
gruppe spezifisch auf den Glucoseteil des Substratmolekiils eingestellt, 
denn Glucose hemmt das Enzym kompetitiv!®. Kieselsiure wiirde dem- 
nach nicht die Haftgruppe des Enzyms blockieren, sondern mit anderen, 
fiir die Aktivitét wesentlichen, jedoch nicht substratbindenden Gruppen 
reagieren. Man kénnte sich beispielsweise vorstellen, daB Kieselsiure 
das anorganische Phosphat aus der Enzymbindung verdrangt: 


Wenn Enzym-Si langsam oder gar nicht zerfallt, wiirde ein Teil des 
Enzyms dadurch standig blockiert sein. 

Aus den anderen geschilderten Befunden sowie verschiedenen ein- 
gangs zitierten Arbeiten ergibt sich, da offenbar die Empfindlichkeit 
verschiedener Enzyme gegen Kieselsiure sehr unterschiedlich sein kann. 
So sind nach Dmitrenko* zur Hemmung der Leberphosphorylase 
Konzentrationen von iiber 0,5°% Natriumsilikat erforderlich. Anderer- 
seits bewirken bereits 10 mg% Oligokieselsiure biochemisch und mor- 
phologisch nachweisbare Mitochondrienschadigungen**, die in inter- 
essanter Parallele zu friiheren elektronenoptischen Befunden Schlip- 
kéters?’ an silikotischen Granulomen stehen. 

Ob den hier geschilderten Befunden auch fiir die Frage der Silikose- 
entstehung eine Bedeutung zukommen kann, wird man erst dann 


16. F. Hass u. W. L. Byrne, IV. Internat. KongreB f. Biochemie, Wien 
1.—6. 9. 1958, Sekt. 4/16, Zusammenfassungen, S. 39, Pergamon Press, London. 
17 H. W. Schlipkéter, Bekimpfung d. Silikose, Bd. II, 8.20, Verlag Gliick- 
auf GmbH, Essen 1956; Klin. Wschr. 33, 54 [1955]. 
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beurteilen kénnen, wenn das noch offene Problem iiber Vorkommen, 
Konzentration und Polymerisationsgrad der Kieselsaiure im silikotischen 
Gewebe geldst ist. Aus diesem Grunde sind wir auch der Auffassung, daB 
der Frage, ob nun Poly- oder Oligokieselséure bei in-vitro-Versuchen das 
wirksame Agens ist, vorerst nur sekundare Bedeutung zuzumessen ist. 
Die sogenannte ,,Molybdataktivitat* stellt eine analytische Grenze dar. 
Ob hier auch generell die Grenze zwischen biologisch unschadlicher und 
schadlicher Kieselséure zu ziehen ist, erscheint nach unseren Befunden 
unwahrscheinlich. Uns kam es darauf an zu zeigen, daB bereits durch 
geringe Kieselsiurekonzentrationen enzymatische Systeme gehemmt 
werden kénnen. Diese Effekte sind jedoch auf bestimmte Enzyme be- 
schrankt und daher sicher nicht auf eine wahllose und unspezifische 
Denaturierung simtlicher Enzymproteine zuriickzufihren. 

Herrn Dr. F. Lange (Steinkchlenkergwerk Hannover-Hannikal, Pochum- 
Hordel) sei auch hier fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit gedankt. 

Ebenso gilt unser Dank der Bergbau-Berufsgenossenschaft Bochum 
sowie der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Gedesberg, fiir groB- 
ziigige Sachbeihilfen. 


Zusammenfassung 


Die Glucose-6-phosphatase von Rattenlebermikrosomen wird durch 
Kieselsiure in Konzentrationen von 10—25 mg % (= 1,67—4,18 x 10-8m 
nicht-kompetitiv gehemmt. Alkalische und saure Serumphosphatase, 
Serum-Milchséuredehydrogenase, Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase 
und ascorbinséureabhaingige DPNH-Oxydase werden durch Oligokiesel- 
sdure nicht gehemmt. 

Summary 

The glucose-6-phosphatase of rat liver microsomes is inhibited 
non-competitively by silicie acid in concentrations of 10—25 mg.% 
(= 1.67—4.18 x 10-3 M.). Alkaline and acid serum phosphatases, serum 
lactic acid cehydrogenase, glucose-6-phosphate Cehydrogenase and 
ascobic acid depencent DPNH oxicase are not inhibited by oligo 
silicic acid. 











Ba. 314 (1959) 





Uber die Veranderlichkeit des Komponentenverhiltniss es 
im Hordein 
(III. Mitteilung iiber Samenproteine)! 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Gustav Kloos* 
Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Baden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1958) 


In der vorangehenden Mitteilung! war iiber die Ergebnisse elektro- 
phoretischer Analysen berichtet worden, wonach das aus verschiedenen 
Gerstensorten isolierte Hordein groBe Schwankungen im Verhiltnis 
seiner fiinf nach ihrer Ladung unterschiedenen Einzelkomponenten auf- 
wies. Aus diesen Beobachtungen ergab sich die Fragestellung, ob etwa 
die einzelnen Gerstensorten durch ein zwar voneinander abweichendes, 
aber jeweils konstantes Komponentenverhaltnis im Hordein gekenn- 
zeichnet seien, dieses also eine Sorteneigenschaft darstelle, oder ob dieses 
Verhaltnis von anderen Bedingungen, beispielsweise von klimatischen, 
oder vom Ausma$ der Diingung mit Stickstoff beim Anbau und damit 
vom Gesamteiweibgehalt abhangig ist. 

Um dieser Frage nachzugehen, haben wir das Hordein aus einer 
Anzahl von Gerstensorten aus den Anbaujahren 1956 und 1957, die am 
nimlichen Standort und unter den namlichen Diingungsbedingungen. 
aber somit unter verschiedenen klimatischen Bedingungen gewachsen 
waren, und weiterhin die nimlichen Sorten am gleichen Standort, aber 
mit verschiedener Stickstoffzufuhr angebaut, vergleichend elektro- 
phoretisch analysiert. Wir verzeichnen nachstehend tabellarisch eine 
charakteristische Auswahl der Versuchsergebnisse und beschrinken uns 
dabei auf die Angabe des jeweiligen Anteils an den bei saurer Reaktion 
am langsamsten wandernden, am stiarksten anionisch geladenen 6- und 
é-Komponenten, wahrend die Analysen einiger weiterer Gerstensorten 
wie auch die vollstiéndigen Analysen des Komponentenverhaltnisses fiir 
alle untersuchten Sorten im Versuchsteil angefiihrt werden. 

Die in der Tabelle angefiihrten Ergebnisse lehren, daB das Verhaltnis 
der Komponenten im Hordein, z. B. der Anteil an 6- +- e-Komponente. 
keine konstante Sorteneigenschaft darstellt: Je nach dem Anbaujahr 
und der untersuchten Sorte zeigt es, unter den naimlichen Diingungs- 
bedingungen und bei ahnlichem Gehalt an GesamteiweiB, mehr oder 





* Mit Unterstiitzung und Beratung von Seiten der Deutschen Brau- 
gerstengemeinschaft und des Vereins zur Férderung der Brauwissen- 
schaft 

1 TI. Mitteilung: E. Waldschmidt-Leitzu. H. Brutscheck, diese Z. 311, | 
(1958). 
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Tab. 1. Analysen des Hordeins verschiedener Gerstensorten; Anbaujahr und 
Eiweibgehalt. 

(Angebaut in Osthofen, Rheinpfalz; Anbaureihe A = GroBanbauversuch, Anbau- 

reihe B = Anbauversuch der European Brewery Convention; Angaben bedeuten 








Anteile an 6- + e-Komponente in %.) 
Anbaureihe A Anbaureihe B 
Nr. Sorte 1956 1957 1956 1957 
Eiw. (%)]|6 + el Eiw. (% |o + e]Eiw. (%)|6 + e|Eiw. (%)|6 +e 

] | Proctor «... 11,2 37 11.6 33 LS 27 15.4 43 
2 | Isaria Nova. . 11,1 44 11.6 26 11,5 28 15,1 39 
3 Paisag TE. ke 10,8 26 10,8 24 11,5 a2 15,1 42 
4 | Breuns Wisa . 10,2 49 11,0 33 EL7 33 16,2 50 
5 | Schill 104,1* . -— -— 10,5 42 — — -— — 
6 | Schill 104, I1** — 16,3 49 — — — — 




















* Auf normal gediingtem Boden angebaut. 
** Auf benachbarter Parzelle mit Vi.ranbau von Lupine angebaut. 


weniger groBe, teilweise betrachtliche Unterschiede; man findet hier 
den 0-, ¢-Gehalt im Anbaujahr 1957 durchweg geringer als im voran- 
gegangenen Jahr (Anbaureihe A, Nr. 1—4), er wird also anscheinend 
durch klimatische Bedingungen beeinfluBt. Dariiber hinaus zeigt die 
Tabelle, daB das Komponentenverhaltnis auch durch Stickstoff-Vor- 
diingung und damit durch den Gehalt an Gesamteiweif wesentlich ver- 
iindert werden kann; der Anteil an den 6- und ¢-Komponenten nimmt 
namlich mit steigendem EiweiBbgehalt zu (Anbaureihe B, Nr. 1—4). 
Nach den in der Literatur niedergelegten Erfahrungen nimmt mit 
steigendem EiweiBgehalt der Gerste der Gehalt an Hordein gegentiber 
dem an Albuminen und Globulinen verhaltnismaBig zu, der Mehrgehalt 
an Eiwei® betrifft vor allem das Hordein?. Wir verzeichnen hier somit 
zusatzlich den Befund, daB mit steigendem EiweiBgehalt auch innerhalb 
der Hordeinkomponenten eine relative Anreicherung der 6- und ¢-Kom- 
ponenten erfolgt; es sind dies diejenigen Komponenten, welche, wie 
friiher belegt!, durch den héchsten Gehalt an Glutaminsiure und an 
Prolin und den geringsten an den basischen Bausteinen ausgezeichnet 
sind. 

Die vorliegenden Beobachtungen erlauben noch nicht mit Sicher- 
heit im einzelnen zwischen dem AusmaB des Einflusses von Diingungs- 
und von klimatischen Faktoren auf die Zusammensetzung des Hordeins 
zu unterscheiden: doch hat es den Anschein, da®B der EinfluB klimatischer 
Faktoren weitgehender ist als der der Stickstoffdiingung (vgl. dazu 
Anbaureihe A, Nr. 5 und 6 der Tabelle). Auch ist zu priifen, inwieweit 
etwa der Grad der BeeinfluBbarkeit des Komponentenverhaltnisses im 
Hordein eine Sorteneigenschaft darstellt. Mit der Analyse des Hordeins 
2 Siche dazu L. R. Bishop, Wschr. Brauerei 1928, 8S. 325; 1929, S. 340 u. 
361; 19388, S. 391; Hofman-Bang, J. Inst. Brewery 1931, 8.72; H. Fink u. 
G. Kunisch, Wschr. Brauerei 1987, S. 193, 305, 365. 
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einer Auswahl von Gerstensorten aus systematischen Anbauversuchen, 
die in diesem und im kommenden Jahr unter verschiedenen Diingungs- 
und unter verschiedenen klimatischen Verhaltnissen im Gange sind, 
hoffen wir zur Klarung dieser Fragen beizutragen. Die Untersuchung der 
Zusammensetzung soll dabei nicht nur die des Hordeins, sondern zu- 
sitzlich auch die der Albumine und der Globuline aus der Gerste um- 
fassen. 

Weitere vorlaufige Beobachtungen, die wir hier mitteilen, betreffen 
das Verhalten der Einzelkomponenten des Hordeins bei der Keimung 
der Gerste. Sie lassen erkennen, da in fast allen untersuchten Beispielen 
das Mengenverhiltnis der Hordeinkomponenten sich zu ungunsten des 
Anteils an 6- und ¢«-Hordein verschiebt, daB also diese Komponenten 
offenbar vorwiegend vom Abbau betroffen werden. Molekulargewichts- 
bestimmungen der mittels Elektrophorese isolierten Abbauprodukte 
dieser Komponenten, die wir hier noch nicht anfiihren, lassen indes 
erkennen, daB es sich, wenigstens in den ersten Stadien der Keimung, 
wie sie den Bedingungen fiir die Malzung entsprechen, um noch relativ 
hochmolekulare Produkte handelt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Elektrophoretische Analyse des Hordeins aus verschiedenen 
Gerstensorten 

Isolierung des Hordeins: Fiir die Isolierung des Hordeins aus dem 
Gerstenmehl haben wir dessen direkte Extraktion mit hochprozentigem Alkohol 
der von Osborne und Clapp® befolgten Methode vorgezogen, bei welcher zuvor 
durch Behandlung mit Kochsalzlésung die begleitenden Albumine und Globuline 
entfernt werden. Vergleichende Analysen des nach beiden Verfahren isolierten 
Hordeins (s. Tab. 2) haben naimlich unzweideutig ergeben, daB bei der vorherigen 
Abtrennung der Albumine und Globuline eine Verschiebung des natiirlichen 
Komponentenverhaltnisses im Hordein in dem Sinne erfolgt, da8 der Anteil an 


Tab. 2. Zusammensetzung des ohne und des nach Abtrennung salzléslicher Proteine 
gewonnenen Hordeins, 
(500 g Gerstenmehl [Sorte Heines Haisa] a) unmittelbar mit 17 75proz. Alkohol, 
b) nach vorheriger Extraktion mit 1500 cm* 10proz. Kochsalzlésung und Waschen 
mit Wasser mit 1/1 75proz. Alkohol extrahiert; Isolierung und Reinigung des 
Hordeins vorgenommen durch Alkoholzugabe zu einem Gehalt von 85% und 
zweimalige Umscheidung aus 75proz. Alkohol). 














‘ 
Vv Anteil (%) der 
Nr. Art der Isolierung x- | B- | y- |d-+e- 
Komponente 
1 Direkte Extraktion ........2../) 23 15 6 56 
2 Direkte fixtraktion ... .... . s «i 30 12 6 51 
3 Extraktion nach Abtrennung der salzlés- 
lighen Proteino . 1. 6 6 tk ew ew ol 8B 14 12 37 
4 Extraktion nach Abtrennung der salzlés- 
MGHONURAOLGING- 2 6 ck wt tw et SS 18 14 35 


3 T. B. Osborne u. 8. H. Clapp, Amer. J. Physiol. 19, 117 [1907]. 
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den glutaminsiurereicheren 6- und ¢e-Komponenten erheblich zuriickgeht, viel- 
leicht infolge einer bevorzugten Assoziation derselben mit den salzléslichen 
Gerstenproteinen. 

Zur Isolierung der Hordeinpraparate unterwarf man also in der vorliegenden 
Untersuchung das durch Behandlung mit 3 Tln. Aceton wahrend 1 Stde. bei —10° 
entfettete und im Vak. vom Aceton befreite Gerstenmehl einer einmaligen Be- 
handlung mit 2 TIn. 75proz. Alkohol wahrend 4 Stdn. bei Zimmertemperatur. Von 
dem durch Zugabe von absol. Alkohol zum Alkoholgehalt von 85% abgeschiedenen 
Hordein wurde nach dem Aufbewahren bei —15° iiber Nacht abdekantiert, das 
Hordein dann nach dem Durchkneten mit dest. Wasser durch zweimaliges Wieder- 
auflésen in 75proz. Alkohol und Umscheiden, wie oben beschrieben, gereinigt und 
im Exsikkator iiber konz. Schwefelsiure getrocknet. 

Zum Verfahren der elektrophoretischen Analyse: Lésungen von 
jeweils 1,35 g Hordein in 100 cm* nEssigsiure (pH 2,4) wurden nach 48stdg. 
Dialyse gegen n Essigsaure der Elektrophorese nach Tiselius bei 2° (Stromstiarke 
6mA, Spannung 300—330 V, in der Regel 60 Min.) unterworfen, meist in der 
Apparatur der Firma Dr. P. Leis KG, Freiburg i. Br., daneben auch in der der 
Firma Striibin & Co., Basel. Eine Anzahl vergleichender Analysen ergab trotz 
der gréBeren Empfindlichkeit der letztangefiihrten Apparatur eine weitgehende 
Ubereinstimmung der fiir das jeweilige Komponentenverhialtnis ermittelten Werte; 
dessen Bestimmung nahm man nach einer 6- bzw. 8fachen VergréBerung der 
Diagramme durch Extrapolation ihrer Gauss-Kurven und planimetrische Aus- 
messung vor (vgl. dazu 1. c.). 


Tab. 3. Komponentenverhialtnis im Hordein verschiedener Gerstensorten 
(Angaben bedeuten Anteil in %). 








Santee Anbau- Anbau- ——— x- B- | y- |d-+ e- 
reihe jahr *(%) Komponente 
WEOCGP «6 aise a % A 1956 11,2 43 17 4 37 
Isarin Nova . . . «+ A 1956 Ph 25 27 4 44 
CO 0 A * 1956 10,8 32 26 6 26 
Breuns Wisa.... . A 1956 10,2 22 23 6 49 
Ul B 1956 LL 4 12 57 27 
Isaman Nova... . . B 1956 11,5 18 38 16 28 
ils) | B 1956 11,5 33 22 13 32 
Breuns Wisa. ... . B 1956 ya Ie 27 26 14 BE 
Carisperg TE... . B 1956 10,6 26 31 22 21 
Mouser. 4 kk ts A 1957 11,6 32 29 6 30 
Isaria Nova care ae A 1957 11,6 41 28 5 26 
lo ( A 1957 10,8 32 28 16 24 
Breuns Wisa.... . A 1957 11,0 28 31 8 BS: 
Carlsberg II \ 1957 i) Very 21 26 8 44 
Schill 104,1* .... A 1957 10,5 26 26 6 42 
Schill 104, IT* . ... A 1957 16,3 24 21 6 49 
re B 1957 15,4 42 12 3 43 
Iseama, Nove . 5... « B 1957 15,1 29 27 5 39 
iL | (a B 1957 15,1 28 17 12 42 
Breuns Wisa. ... . B 1957 16,2 21 21 7 | 50 
Carlsberg IT ..... B 1957 15,3 39 18 4 39 
Donmeie . 0. 4 2. 4% B 1957 15,7 33 14 o 50 
eC. | a ae a B 1957 12,9 11 17 16 56 























* Vgl. dazu die Erliuterungen in Tab. 1, 





« E. Wiedem ann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 
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Die Ergebnisse der elektrophoretischen Analyse von Hordeinpraparaten aus 
einer groBeren Anzahl von Gerstensorten aus den Anbaujahren 1956 und 1957 
zeigt Tab. 3. 


2. Verhalten der Hordeinkomponenten bei der Keimung (Malzung) 

Die Keimungsversuche wurden an 6 verschiedenen Beispielen von Gersten- 
sorten des Anbaujahres 1957, namlich den Sorten Isaria Nova, Carlsberg II, Haisa II 
und 3 Proben der Sorte Schill 104 von verschiedenem EiweiBgehalt, entspr. 10,5 
bzw. 13,0 bzw. 16,3% in Mengen von 3—5 kg Gerste in der Kleinmalzungsanlage 
des Chemisch-Technologischen Instituts der Fakultaét fiir Brauwesen in Weihen- 
stephan durchgefiihrt*. Hierbei wurde die waihrend 3 Tagen durch abwechselnde 
NaB- und Trockenweiche bis zu einem Wassergehalt von 43% geweichte Gerste 
in einer automatisch gesteuerten Klimaanlage in ruhender, feuchtigkeitsgesattigter 
Luft 7 Tage lang bei von 12 bis 15° steigenden Temperaturen der Keimung iiber- 
lassen; die Darrung wurde dann bei Temperaturen von 40 (8 Stdn.), dann 60 
(2 Stdn.) und endlich 82° (4 Stdn.) bis zu einem Wassergehalt von etwa 4% vor- 
genommen. 

Von dem geweichten, bzw. gekeimten bzw. gedarrten Material wurden Proben 
von jeweils etwa 300 g entnommen, sogleich wahrend 4 Stdn. im Luftstrom von 
25° getrocknet und darauf, soweit nétig, durch Schiitteln auf einem Metallsieb 
von Wurzel- und Blattkeimen befreit. Die Entfettung des Materials und die 
Extraktion der in 75proz. Alkohol léslichen Anteile sowie deren Isolierung und 
Umscheidung erfolgte dann unter den nimlichen Bedingungen, wie sie oben fiir 
die ungekeimte Gerste beschrieben wurden; auch die elektrophoretische Analyse 
fiihrte man in analoger Weise durch. 

In 5 der untersuchten Fille, fiir welche wir nachstehend das Verhalten der 
Sorte Carlsberg II als Beispiel anfiihren, beobachtete man iibereinstimmend zu- 
nachst, bei der Weichung der Gerste, eine relative Zunahme -der vorhandenen 
6- + e-Komponenten, sodann, bei der Keimung, eine in der Regel nach 3 Tagen 
einsetzende Abnahme derselben, welche spaiterhin und nach dem Darrvorgang bis 
unter den Ausgangswert der Gerste fiihrte, wihrend in einem Fall, der Sorte 
Schill 104 von mittlerem EiweifBgehalt, keine eindeutige Veranderung des Kom- 
ponentenverhiltnisses, weder bei der Weiche noch wahrend der Keimung oder 
nach der Darre festgestellt werden konnte. Durch weitere, eingehendere Versuche 
werden wir zu klaren bestrebt sein, ob die beim Weichen in den erstgenannten 
Fallen beobachteten Verainderungen des Komponentenverhiltnisses etwa auf 
eine nach der Wasseraufnahme erhdhte Léslichkeit der 6- und ¢-Komponenten 


Tab. 4. Verinderung der Hordeinkomponenten bei der Keimung; Sorte Carlsberg I, 
Anbaureihe A, 1957. 


(Angaben bedeuten Anteile in %.) 











Keimungsstadium 03 | | e [ana 
' ‘ Komponente 
Gerste, ungekeimt ........ 30 18 7 43 
Gerste, geweicht ......... 28 14 6 50 
Griinmalz, nach ltagiger Keimung . 25 13 8 52 
Griinmalz, nach 3tagiger Keimung . 31 20 4 45 
Griinmalz, nach 5tagiger Keimung . 25 17 7 49 
Griinmalz, nach 7tagiger Keimung . 39 17 4 41 
BDRNUMNIDAD) Pee, fo Scie eter wife: ae “es 30 21 8 41 








* Herrn Prof. Dr. K. Schuster sind wir fiir die Bereitstellung der Anlage 
seines Instituts, den Herren Dr. H. Kieninger und Brauerei-Ing. O. M. Jung fiir 
die Betreuung der Versuche zu besonderem Danke verpflichtet. 
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Tab. 5. Veranderung der Hordeinkomponenten bei der Keimung; Sorte Schill 104, 
Anbaureihe A, 1957, EiweiBgehalt = 13,0%. 
(Angaben bedeuten Anteile in %.) 








Eo ery Oe | p- | y- | 0-+.e- 
Keimungsstadium 
Komponente 

Gerste, ungekeimt ........ 33 8 4 52 
Gerste, geweicht ......... 32 9 4 53 
Griinmalz, nach Itagiger Keimung . 34 1] 4 54 
Griinmalz, nach 5tagiger Keimung . 30 9 5 52 
Griinmalz, nach 7tagiger Keimung . 30 11 a 54 
re Ci AR Ce Sa oa 31 13 6 51 





oder auf welche andere Ursache diese Erscheinung zuriickzufiihren ist und ob, 
wie es den Anschein hat, der enzymatische Abbau bei der Keimung zunachst vor- 
wiegend diese Komponenten betrifft. 

Die Ergebnisse der Analysen bei der Keimung der Sorten Carlsberg II und 
Schill 104 (EiweiBgehalt = 13,0%) sind in den Tab. 4 und 5 verzeichnet. 

Frl. Christa Sigrist und Herrn Hermann Auer sind wir fiir ihre wertvolle 
Mitarbeit zu groBem Danke verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel, dem Bundesministerium fiir Ernahrung, 
Landwirtschaft und Forsten fiir die Bewilligung einer Technischen Assistentin. 


Zusammenfassung 


Es wird das Mengenverhiltnis der durch ihre Ladung unterschiede- 
nen Einzelkomponenten im Hordein bei verschiedenen Gerstensorten 
untersucht. Es zeigte sich, daB dieses groBen Schwankungen unterliegt 
und daB es sowohl und vor ailem durch klimatische, aber auch durch 
Diingungsfaktoren beeinfluBt wird. Bei stirkerer Stickstoffdiingung 
wird neben einer relativen Zunahme des Gesamthordeins die Bildung der 
glutaminsaurereichsten Komponenten bevorzugt. Bei der Keimung der 
Gerste werden in erster Linie diese letzteren vom Abbau betroffen. 


Summary 

The proportions of single hordein components, differing by their 
charge, was investigated in various barley varieties. The results showed 
that they are subject to large fluctuations, influenced mainly by climatic, 
but also by nutritional factors. On stronger nitrogen manure, a relative 
increase in total hordein and the formation of compounds containing 
the most glutamic acid is favoured. During germination of the barley 
these are mainly subjected to breakdown. 








fache racemische DL-Oligopeptide iiber ihre Ester unter Verwendung 
von D-Weinsiure und Derivaten leicht in ihre optischen Antipoden 
trennen lassen. Man gewinnt so die L- bzw. D-Peptide oder deren Ester, 
die direkt zum Aufbau héherer Peptideinheiten oder zu vergleichenden 
Untersuchungen verwendet werden kénnen. Der Vorteil dieses Ver- 
fahrens ist, daB man zur Gewinnung optisch aktiver Peptide auf race- 
mische Aminosauren zurtickgreifen kann. 


optischen Antipoden eignen und in zwei diastereomeren Formen mit 
geniigend groBer Léslichkeitsdifferenz kristallisieren, erreicht man bei 
dieser Methode durch Variation der Peptidestergruppe, des Weinsaure- 
derivates und des Lésungsmittels. Auf diese Weise lassen sich durch 
systematische Suche fiir jedes DL-Peptid Bedingungen finden, die zu 
maximalen Trenneffekten und Ausbeuten bis zu 90% an optisch aktiver 
Komponente fihren. 


schiedener Ester des Valyl-glycins, Leucyl-glycins und des Alanyl-/- 
alanins beschrieben. Die folgende Tabelle gibt die Kristallisations- 
bedingungen wieder, unter denen diese Verbindungen in die Antipoden 
gespalten werden. Ferner sind die bei der Spaltung erzielten Trenneffekte 
wiedergegeben. Sie wurden durch Abbau der Tartrate zu den freien 
Peptiden ermittelt. Alle Versuche wurden bei Zimmertemperatur aus- 
gefiihrt. 


die sauren Tartrate gut getrennt werden. Dabei gelangt als schwerer 
losliches Salz stets das Estertartrat der natiirlichen Form zur Aus- 
scheidung. 


siehe 1. c.1. 
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Racematspaltung von Estern des Valyl-glycins, 
Leucyl-glycins und Alanyl-B-alanins* 
Von 
Giinter Losse, Guntram Seltmann und Hannelore Tischer 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1958) 


In vorausgegangenen Arbeiten konnten wir zeigen, daB sich ein- 


Die Bildung von Peptidestertartraten, die sich zur Trennung in die 


In vorliegender Untersuchung wird die Racematspaltung ver- 


Aus der Tabelle geht hervor, daB alle gepriiften Verbindungen tiber 


* V. Mitteil. itiber die Racematspaltung von Peptidestern. IV. Mitteil. 


1G. Losse u. H. Schmidt, Chem. Ber. 91, 1068 [1958]. 
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Racematspaltung von einfachen Peptidestern mit Hilfe ihrer 
Dibenzoyl-p-hydrogentartrate. 








Optische Reinheit 

: me aT en der getrennten 
DL-Peptid Ester Lésungsmittel stertartrate (%) 

L | D 

Valyl-glycin Methyl- Athanol 60 50 
Propyl- Methanol 50 50 

Propyl-* Methanol 80—90 60 

Benzyl- Athanol 70—80 50 

Leucyl-glycin Methyl- Athanol 60 50 
Benzyl- Methanol 60 60 

Alany]-f-alanin Athyl- Methanol 70 50 














* Trennung iiber das Di-p-toluyl-p-hydrogentartrat. 


Zur Aufarbeitung zerlegt man die Estertartrate zweckmaBig mit 
Ammoniak in inerten Lésungsmitteln. Dabei gewinnt man die Antipoden 
der freien Peptidester, die entweder in ihre Hydrochloride tibergefiihrt 
oder hydrolytisch zum freien Peptid abgebaut werden kénnen. Zur Rein- 
darstellung kristallisiert man ein- bis zweimal auf der Tartrat-, Ester- 
hydrochlorid- oder Peptidstufe um. 

Die Konfiguration des in der Literatur noch nicht beschriebenen L- 
und D-Alanyl-f-alanins wurde durch Hydrolyse des optisch aktiven 
Peptids und Bestimmung des «-A anteils ermittelt. 


Beschreibung der Versuche 
Dibenzoyl-p-weinsaure: Die Verbindung wurde nach Butler und 
Cretcher? hergestellt. Schmp. 90°; [«]7?: —112,0° (c = 0,62, in Athanol). 
Di-p-toluyl-p-weinsaure: Nach Stoll und Hofmann® Schmp. 172°; 
[a]? —140,0° (c = 1,05, in Athanol). 


1. Racematspaltung des Valyl-glycin-propylesters 

a) Spaltung des Esters mit Dibenzoylweinsaure 

DL-Valyl-glycin: a-Brom-isovalerylbromid* wurde mit Glycin 
gekuppelt und aminiert®. Schmp. 245° (Zers.). 

pu-Valyl-glycin-propylester: Das durch zweimalige Veresterung mit 
absol. Propanol-Chlorwasserstoff gewonnene hygroskop. Propylester-hydrochlorid 
wurde mit ammoniakal. Ather® unter Zugabe von etwas Natriumsulfat in den 
freien Ester iibergefiihrt. Ausb., bezogen auf Peptid, 86% d. Th. 

Rohester: 

CyoHopN205 (216,3) Ber. N 12,94 Gef. N 12,25. 

C.L. Butler u. L.H.Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 55, 2605 [1933]. 
A. Stoll u. A. Hofmann, Helv. chim. Acta 26, 925 [1943]. 
B. Schleicher, Liebigs Ann. Chem. 267, 115 [1892]. 
E. Fischer u. J. Schenkel, Liebigs Ann. Chem. 354, 12 [1907]. 
S.M. McElvain u. J. F. Vozza, J. Amer. chem. Soc. 71, 896 [1949]. 
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Spaltung des Esters: 26,0g pui-Valyl-glycin-propylester werden 
mit 50 cm® absol. Methanol verdiinnt und mit einer Lésung von 46,0 g Diben- 
zoyl-p-weinsaure in 370 cm? absol. Methanol bei 20° vereinigt. Nach 24 Stdn. 
haben sich 23 g rohes L-Valyl-glycin-propylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat vom 
Schmp. 184° und etwa 50proz. optischer Reinheit (durch Abbau zum Peptid er- 
mittelt) abgeschieden. Durch Umkristallisieren aus Methanol erhalt man die op- 
tisch reine Verbindung. Schmp. 193°, [a]i: —54,3° (c = 1,2, in Methanol). 


CygH3,N.0,, (574,6) Ber. C 58,50 H5,90 N 4,88 
Gef. C 58,35 H6,10 N5,14 


Durch Eindampfen der Mutterlauge des Spaltansatzes im Vak. auf die Halfte 
isoliert man weitere 6 g L-Estertartrat geringerer optischer Reinheit, die verworfen 
werden. 

Die resultierende Lésung enthalt das rohe p-Estertartrat, welches durch 
volliges Eindampfen der Lésung und Fallung mit Ather isoliert wird. Sein Abbau 
zum Peptid zeigte, daB es eine optische Reinheit von 50% besaB. Ausb. 29,1 g, 
Schmp. 155°. 

Durch Umkristallisieren aus Methanol gewinnt man das optisch reine p-Pro- 
pylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat. Schmp. 145—147°, [x]: —87,6° (c = 1,40, 
in Athanol). 

Gef. C 58,83 H5,93 N 5,27 

Die gereinigten diastereomeren Estersalze werden in ather. Suspension bei 0° 
mit NH, gesattigt, vom Ammonium-dibenzoyltartrat abfiltriert, der Ather ab- 
gesaugt und die so gewonnenen freien Ester mit absol. ather. HCl in ihre Hydro- 
chloride iibergefiihrt. Ausb. 92% d.Th., bezogen auf Tartrat. 

L-Valyl-glycin-propylester-hydrochlorid: [a]: +18,0° (c = 1,90, 
in Methanol). 

p-Valyl-glycin-propylester-hydrochlorid: [a }e: —18,0° (c = 1,70, 
in Methanol). 

Die freien Peptidantipoden werden aus den reinen Estertartraten entweder 
nach dem Ammoniak-Ather-Verfahren® iiber den Ester und dessen Verseifung 
mit 0,37n Ba(OH), (10 Min., 20°) oder auf folgendem Wege gewonnen: 

Diastereomeres Valyl-glycin-propylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat wird 
10 Min. mit iiberschiiss. 0,37n Ba(OH), bei 20° geschiittelt, dann 0,37n H,SO, bis 
zur Bildung des sauren Peptidfiltrates hinzugefiigt, filtriert, Reste der Dibenzoyl- 
weinsaure im Kutscher-Steudel-Apparat mit Ather extrahiert, mit 0,37n Ba(OH), 
auf pu7 gebracht, filtriert und das optisch reine Peptid nach dem Einengen der 
waBr. Lésung mit Aceton gefallt. Ausb. 70—80% d. Th., bezogen auf Tartrat. 

L-Valyl-glycin: [a]f: |. 93,79 (in Wasser) Schmp. 272° (Zers.). 

y : 9 o ~ : y 1 r, 
p-Valyl-glycin: [a]F: —93,5° (in Wasser) Schmp. 272° (Zers.). 

Die so gewonnenen Valyl-glycine waren optisch rein, da sich ihre Drehwerte 
durch Umkristallisieren nicht weiter steigern lieBen. E. Fischer? gibt fiir L-Valyl- 
glycin eine spezif. Drehung von [x]7?: +- 93,69 an. 


b) Spaltung des Esters mit Di-p-toluyl-pD-weinsaiure 
1,8 g vt-Valyl-glycin-propylester in 50cm* absol. Methanol werden mit 
3,2 g Di-toluyl-D-weinsiure in 130 cm® absol. Methanol vereinigt. Nach 48 Stdn: 
Ausb. an L-Valyl-glycin-propylester-di-toluyl-p-hydrogentartrat 2,0g. 
Schmp. 205°. [«]}): —87,0° (c = 1,2, in Athanol). 
C39H3,N20,, (602,6) Ber. C 59,80 H6,32 N 4,65 
Gef. C 59,70 H6,60 N 4,77 


7 E. Fischer u. H. Scheibler, Liebigs Ann. Chem. 363, 163 [1908]. 
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Aus der Mutterlauge ist das p-Peptidestersalz isolierbar. Ausb.: 1,8 g. Schmp. 
173—175°. [a]7: —101,0° (c = 1,5, in Athanol). 
Gef. N 4,76 


Wie der Abbau zu den Peptiden nach einer der oben bei der Dibenzoylwein- 
saure-Spaltung beschriebenen Methoden zeigte, wird das L-Estersalz mit 70—80- 
proz., das p-Estersalz mit etwa 60proz. optischer Reinheit erhalten. Die voll- 
standige Reinigung erfolgte wie bei dem Dibenzoylweinsaiure-Ansatz auf der 
Tartratstufe oder durch Umkristallisieren der freien Peptide. 


2. Racematspaltung des Valyl-glycin-methyl-esters 


pDL-Valyl-glycin-methylester wurde entsprechend wie der Propyle ster 
durch Veresterung des Peptids mit absol. Methanol-Chlorwasserstoff und Uber- 
fiihrung des Hydrochlorides mit ammoniakal. Ather® in den Ester gewonnen. 

Spaltung des Esters: 4,3 g pL-Valyl-glycin-methylester werden mit 
20 cm® absol. Athanol verdiinnt ‘und mit einer Lésung von 8,6 g Dibenzoyl- 
p-weinsdure in 70cm? absol. Athanol vereinigt. Der langsam entstehende 
voluminése Niederschlag von L-Valyl-glycin-methylester-dibenzoyl-p- 
hydrogentartrat kann nach 48 Stdn. abgesaugt werden. Ausb. 2,6 g; Schmp. 
165—167°, [«]?°; —58,3° (c = 1,6, in Athanol). 


CegHgoN.0,, (546,54) Ber. © 57,15 H5,50 N 5,13 
Gef. C 57,36 H5,63 N 4,66 

Die optische Reinheit des L-Estersalzes betragt 65%. Sie wurde durch Uber- 
fiihrung des Tartrates in das Peptid bestimmt. 

Nach Einengen der Mutterlauge kristallisieren weitere 2,1 g L-Estertartrat 
geringerer optischer Reinheit. 

Voélliges Eindampfen der Mutterlauge im Vak. und Anreiben des Riickstandes 
mit Ather fihrt zum p-Valyl-glycin-methylester-dibenzoyl-p-hydro- 
gentartrat. Ausb. 5,1 g; Schmp. 154°. [a}P0: : —85,5° (c = 1,4, in Athanol). 


Gef. N 4,54 


Die optische Reinheit des hieraus gewonnenen Peptides betrug 50%. Die weitere 
Reinigung der diastereomeren Estertartrate kann wie beim Propylester durch- 
gefiihrt werden. 
3. Racematspaltung des Valyl-glycin-benzylesters 

pL-Valyl-glycin-benzylester: Durch zweimalige Veresterung des Pep- 
tides mit absol. Benzylalkohol-Chlorw asserstoff wurde das hy groskopische Benzyl- 
ester-hydrochlorid gewonnen. Der freie Ester wurde durch Uberschichten des Hy- 
drochlorides mit der 20fachen Menge Ather und Sattigen der Suspension bei 0° 
mit NH, erhalten. Der nach Filtrieren und Vertreiben des Athers verbliebene 
Rohester wurde direkt zur Spaltung eingesetzt. Ausb., bezogen auf Peptid, 83% 
d. Th. 

Spaltung des Esters: 7,6g pu-Valyl-glycin-benzylester in 40 cm® 
absol. Athanol und eine Lésung von 11,0 g Dibe nzoylweinsaure in 130 cm? absol. 
Athanol werden vereinigt und ‘der langsam auskristallisierende Niederschlag von 
L-Valyl-glycin- benzylester- dibenzoyl- p-hydrogentartrat nach 2—3 
Tagen abgesaugt. Ausb.4,0g (43% d.Th.); Schmp. 147°. [a]: —56,8° (c = 1,3, in 
Athanol). 

Cs3HN,0;, (622,7) Ber. C 61,90 H5,22 N 4,52 
Gef. C 61,70 H5,63 N 4,70 

Die optische Reinheit des daraus analog wie beim Valyl-glycin-propylester- 

dibenzoyl-hydrogentartrat gewonnenen Peptides betrug 75%. [a]? : + 76,5°. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 314 16 











228 G. Losse, G.Seltmann u. H. Tischer, Bd. 314 (1959) 


Die weitere Reinigung des Peptides erfolgt durch Umkristallisieren aus 
Wasser-Aceton. 

’ ° 9 oF . y 

L-Valyl-glycin: [o]y: + 93,7° (c = 0,4, in Wasser). 

Durch Einengen der Mutterlauge des Spaltansatzes im Vak. kénnen zusatz- 
lich 3,3 g Benzylester-tartrat geringerer Reinheit isoliert werden. 

Das p-Valyl-glycin-benzylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat 
wird durch volliges Kindampfen der Lésung im Vak. und Anreiben des Riick- 

x is = ‘ Reo aaa 2 
standes mit Ather gewonnen. Ausb. 8,1 g (87% d. Th.); Schmp. 165—167°. [o}p: 
—66,7° (c = 1,5, in Athanol). 
Cs2HogN,0,, (622,7) Ber. C 61,90 H5,22 N 4,52 
Gef. C 61,24 H5,61 N 4,80 
Die optische Reinheit des hieraus durch Abbau gewonnenen Peptides betragt 
9 ie y ° ee 7 
46% (Lx 7? : —38,2°). Sie kann durch Umkristallisieren aus Wasser-Aceton auf 
100% gebracht werden. [o]iy: —93,2° (c = 0,5, in Wasser). 

Aus den durch Umkristallisieren in optisch reiner Form dargestellten diaste- 
reomeren Valyl-glycin-benzylester-dibenzoyl-p-hydrogentartraten gewinnt man 
mit ammoniakal. Ather die reinen antipodischen Ester. Ihre Drehwerte wurden 
bei den Hydrochloriden bestimmt. 

, ; , 2 , ress 

L-Valyl-glycin-benzylester-hydrochlorid: [a]>P: +8,9° (c = 2,3, in 
Methanol). 

- is P _9 ~ . 
p-Valyl-glycin-benzylester-hydrochlorid: [a]: —8,7° (c = 2,2, in 
Methanol). 


4. Racematspaltung des Leucyl-glycin-methylesters 
pL-Leucyl-glycin: Aus x-Brom-isocapronylbromid und Glycin 
und anschlieBende Aminierung*, Schmp. 235—240° (Zers.). 
pL-Leucyl-glycin-methylester-hydrochlorid: Durch zweimaliges 
Verestern des Peptides mit absol. Methanol und Chlorwasserstoff®. Schmp. 127 bis 
129°. Ausb. 98% d. Th. 

Den freien pL-Leucyl-glycin-methylester erhalt man durch Abspalten 
des Chlorwasserstoffs mit Ammoniak in absol. ather. Suspension®. Ausb. 85—95% 
d. Th., farbloses Ol. 

Spaltung des Esters: Die Lésungen von 7,2 g Ester in 100 cm? absol. 
Athanol und 13,8 g Benzoyl-p-weinsaure in 170 cm® absol. Athanol werden 
filtriert und bei Zimmertemperatur vereinigt. Nach 24 Stdn. kann das auskristalli- 
sierte L-Leucyl-glycin-methylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat in 
nahezu quantitativer Ausbeute abfiltriert werden. Ausb. 9,5 g; Schmp. 175°. 
[x]}7}: —72° (¢ = 0,25, in absol. Methanol). 

Optische Reinheit 58%, bestimmt durch Abbau zum Esterhydrochlorid. 

Co7H32N,0,, (560,5) Ber. C 57,84 H5,76 N 5,00 
Gef. C 57,55 H5,99 N 4,95 

Das Filtrat des L-Estersalzes wird im Vak. weitgehend eingeengt und durch 
Atherzugabe das diastereomere p-Estersalz gewonnen. Ausb. 9,0 g (87% d. Th.); 
Schmp. 149—150°. [a}f): —82,0° (¢ = 0,25, in absol. Methanol). 

Optische Reinheit 52%. 

Gef. C 57,26 H5,81 N 4,16 

Das optisch reine L-Estersalz gewinnt man durch Umbkristallisieren aus 
Methanol-Ather und das reine p-Salz durch Kristallisation aus Athanol-Ather. 

8 E. Fischer u. W.Schmitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 351 [1906]; E. 
Fischer u. A. Brunner, Liebigs Ann. Chem. 340, 142 [1905]; E. Fischer u. 
W. Gluud, ebenda 369, 247 [1909]. 

» E. Abderhalden u. W. Kroner, diese Z. 178, 276 [1928]. 
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L-Estertartrat: Ausb. 50%; Schmp. 179—180°. [a}??: —68,0° (c = 0,25, 
in Methanol). 
Gef. C 57,88 H5,98 N 5,26 


ae ’ ‘ 2: . er 
p-Estertartrat: Ausb. 55%; Schmp. 142—143°. [az : —86,0° (c = 0,25, in 
Methanol). 
Gef. C 57,78 H5,77 N5,18 
Aufarbeitung der Leucyl-glycin-methylester-tartrate: Aus den 
umkristallisierten reinen Tartraten erfolgt die Abspaltung der Dibenzoyl-wein- 
siure mittels Ammoniaks in ather. Suspension. Es wird 20—30 Min. bei 0° NH, 
eingeleitet, vom Ammoniumsalz der Dibenzoylweinsaure abfiltriert und die Lésung 
im Vak. eingedampft. Es bleibt der freie Ester als farblose Fliissigkeit zuriick. 
Unter FeuchtigkeitsausschluB gewinnt man daraus durch Auflésen in wenig Ather 
und Ausfallen mit salzsaurem Ather das hygroskop. Esterhydrochlorid. 
. 9 2 © . 
L-Leucyl-glycin-methylester: [a]f}: + 6,749 (c = 3,84, in Methanol). 
° 2 . 2 ‘ ‘ 
p-Leucyl-glycin-methylester: [o]F} : —6,69° (c¢ = 3,02, in Methanol). 


L-Form  p-Form 
C,H,,N.0; (202.3) Ber. N 13,85 Gef. N 13,78 N 13,78 


L-Leucyl-glycin-methylester-hydrochlorid: [«)p: + 23,5° (c = 0,94, 
in Methanol). 2 

p-Leucyl-glycin-methylester-hydrochlorid: [a]: — 23,2° (c= 1,36, 
in Methanol). 

Zur Hydrolyse behandelt man den Ester 10 Min. mit 0,37n Ba(OH), bei 
Zimmertemperatur und erhalt nach Neutralisieren mit 0,387n H,SO, und Ein- 
dampfen der Lésung im Vak. das nach Literaturangaben optisch reine Peptid!®. 
Ausb. 70% d. Th. 


L-Leucyl-glycin: Schmp. 228—231° (Zers.); [a}%3: | 86,89 19 (¢ — 0,85, in 
Wasser). ; 

p-Leucyl-glycin: Schmp. 227—229° (Zers.); [a]? : —85,5° (c 0,73, in 
Wasser). 


L-Form  p-Form 
C,H,gN.O, (188,2) Ber. N 14,88 Gef. N 15,04 N 14,77 


5. Racematspaltung des Leucyl-glycin-benzylesters 
5 . i = Pat . 


pL-Leucyl-glycin-benzylester-hydrochlorid: Durch Behandeln von 
pu-Leucyl-glycin mit Benzylalkohol und Chlorwasserstoff bei 80—100°°. Ausb. 
95% d. Th. Das hygroskopische Esterhydrochiorid wurde mit Ather-Ammoniak® 
zum freien pL-Leucyl-glycin-benzylester weiter verarbeitet. Ausb. 93%. 
Spaltung des Esters: Zu einer Lésung von 11,8 g Peptidester in 80 em? 
absol. Methanol werden 16,0 g Dibenzoyl-p-weinsaure in 80cm Methanol 
gegeben. Das gebildete v-Leucyl-glycin-benzylester-dibenzoyl-b-hydrogentartrat 
hat sich nach 24 Stdn. vollstaéndig ausgeschieden. Ausb. 13,5 g; Sehmp. 173—175°. 
[a}?!: —66,0° (¢ = 0,25, in Methanol). 
Wie durch Uberfiihrung in das L-Esterhydrochlorid ermittelt wurde, betrug 
die optische Reinheit des Salzes 59%. 
Cy3H2gN.0,, (636,7) Ber. C 62,25 H5,70 N 4,40 
Gef. C 62,24 H6,11 N 4,44 


10 —. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2893 [1906]; M. Bergmann, 
L. Zervasu. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 111, 225 [1935]; E. Abderhalden 
u. H. Geddert, diese Z. 74, 394 [1911]; W. GraBmann u. E. Wiinsch, Chem. 
Ber. 91, 449 [1958]. 
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Zur Verbesserung der optischen Reinheit wird das L-Salz wie folgt umkristal- 
lisiert: 10g Salz werden in 70cm? absol. Methanol und 50 cm% ‘wasserfreiem 
Dimethylformamid agg und bis zur so nden <n absol. Ather 
zugesetzt. Ausb. 64% d.Th., Schmp. 182—183°. [a]} —63,8° (c = 0,25, in 
Methanol). 

Gef. C 62,12 H6,03 N 4,48 

Aus der Mutterlauge des Spaltansatzes wird der Alkohol im Vak. abdestilliert 
und das p-Leucyl-glycin-benzylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat 
mit Ather ausgefallt. Ausb. 10,5 g, Schmp. 132—135°; [a]2: —67,8° (c = 0,25, in 
Methanol). Optische Reinheit 57,8%. 

Gef. C 62,64 H5,93 N 4,24 

Das diastereomere D-Salz kann ebenfalls durch Umkristallisieren gereinigt 
werden. Es ist jedoch einfacher, das Salz zum Peptid abzubauen und dieses durch 
fraktionierte Kristallisation aus Wasser-Aceton zu reinigen. 

Aufarbeitung der Leucyl-glycin-benzylester-tartrate: Aus dem 
reinen L-Leucyl-glycin-benzylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat wird entsprechend 
wie beim Leucyl-glycin-methylestersalz der L-Leucyl-glycin-benzylester, dessen 
Hydrochlorid und das freie L-Leucyl-glycin gewonnen. Ausb. an reinem L-Peptid 
75% d. Th., bezogen auf Tartrat. 

L-Leucyl-glycin-benzylester: 

C,sH..N,0, (278,4) Ber. N 10,07 Gef. N 9,53 


L-Leucyl-glycin-benzylester-hydrochlorid: [o]??: + 8,45° (c = 2,18, 
in Methanol). 

L-Leucyl-glycin: Schmp. 228—230° (Zers.) ; («38 + 85,7° (c = 0,85, in 
Wasser)!®, 

Ganz entsprechend isoliert man aus dem rohen p-Leucyl-glycin-benzylester- 
dibenzoyl-p-hydrogentartrat in 70—80proz. Ausb. den p-Benzylester und das 
p-Peptid. a 

p-Leucyl-glycin: Schmp. 225° (Zers.); [x]: —50,9° (c = 0,54, in Wasser). 

Zur Reinigung wird das p-Peptid zweimal aus Wasser-Aceton umkristallisiert. 
Es liefert danach folgende Werte: Be 

p-Leucyl-glycin: Schmp. 230—232° (Zers.); [«]}): —86,5° (c = 0,75, in 
Wasser). 

L-Form p-Form 
CgH,,N.0, (188,2) Ber. N 14,88 Gef. N 14,85 N 15,12 


6. Racematspaltung des Alanyl-f-alanin-athylesters 
pL-Alanyl-f-alanin: Durch Addition von Ammoniak an Acrylnitril und 
anschlieBende Verseifung des $-Amino-propionitrils!! wurde f-Alanin gewonnen. 
Schmp. 196°. «-Brom-propionylbromid wurde nach Volhard! sowie 
Weinig" hergestellt (Sdp.7g) 152—154°) und entsprechend der Vorschrift von 
Fischer" mit f-Alanin gekuppelt. Ausbeute an «-Brom-propionyl-f-alanin 
72% d. Th. Schmp. 136—137°. 
C,H,,NO,Br (224,1) Ber. (32,18 H4,48 N6,27 
Gef. C 32,03 H4,66 N 6,39 
Die x-Halogenacyl-aminosiure wurde durch 14tagiges Stehenlassen in konz. 
Ammoniaklésung bei 20° aminiert und pL-Alanyl-f-alanin auf dem iiblichen 
Wege isoliert. Ausb. 80% d. Th., Schmp. 212° (Zers.). 


1 J. H. Ford u. 8. R. Buc, Org. Synth2ses, Coll. Vol. ILI, 8S. 34, 93. 
2 J. Volhard, Liebigs Ann. Chem. 242, 161 [1887]. 

13 M. Weinig, Liebigs Ann. Chem. 280, 247 [1894]. 

14 FE. Fischer u. A. Schulze, Ber. dtsch. chem. Gas. 40, 943 [1907]. 
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Die Verbindung war identisch mit dem von Birkhofer und Hartwig!® 
auf anderem Wege synthetisierten DL-Alanyl-/-alanin. 
puL-Alanyl-f- alanin- athylester- hydrochlorid: 10 g Peptid werden 
mit 250 cm? absol. Athanol iibergossen und bis zur Sattigung trockener Chlor- 
wasserstoff eingeleitet. Die Lésung wird im Vak. eingeengt und das 6lige Ester- 
hydrochlorid mit Ather ausgefallt. Nach Wie .derholung der Operation 1a8t man 
das Esterhydrochlorid unter der alkohol.-aither. Schicht stehen, wobei Kristalli- 
sation eintritt. Ausb. 91% d. Th., Schmp. 95°. 
C,H,,N,0,-HCl (224,7) Ber. C 42,70 H7,57 N 12,4 
Gef. C 42,21 H7,65 N 13,2 
pL-Alanyl-f-alanin-athylester: 10g pL-Alanyl-f-alanin-athyl- 
ester-hydrochlorid werden mit 100 cm? absol. Ather iibergossen und so lange 
trockenes NH, eingeleitet, bis die Suspension gesattigt ist. Dann wird abgesaugt 
und die Lésung im Vak. vom Ather befreit. Der zuriickbleibende Ester stellt ein 
schwach gefarbtes Ol dar. Ausb. 96% d. Th. 
pL-Alanyl-f-alanin-benzylester-hydrochlorid: 10g Peptid werden 
mit 250 cm* absol. Benzylalkohol iibergossen, auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt und bis zur Sattigung Chlorwasserstoff eingeleitet. Die L6sung wird dann 
im Vak. auf dem Wasserbad vom gebildeten Wasser und Benzylalkohol befreit, 
— neuer Benzylalkohol zugegeben und wieder Chlorwasserstoff eingeleitet. 
Nach dem Einengen im Vak. bei 3—5 Torr auf dem Wasserbad wird das Ester- 
hydroc thlorid mit viel Ather ausgefallt und aus Methanol-Ather umkristallisiert. 
Ausb. 89% d. Th., Schmp. 146—147°. 
C,3H,,N.0,;HCl (286,7) Ber. C 54,50 H6,67 N_ 9,79 
Gef. C 54,22 H6,87 N 10,08 


8 
27 


Racematspaltung des pL-Alanyl-f-alanin-athylesters: 2,0 g Ester 
werden mit 10cm? absol. Athanol verdiinnt, filtriert und mit einer filtrierten 
Lésung von 4,0 g Dibenzoyl-p-weinsaure in 20 cm® absol. Athanol versetzt. Nach 
2 Stdn. beginnt die langsame Ausscheidung von L-Alanyl-f-alanin-athyl- 
ester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat, die nach 48 Stdn. beendet ist. Ausb. 


2,1 g, Schmp. 168—169°. [a|7): —70,6° (c = 1,04, in Athanol). 


CogHgoN.0,, (546,6) Ber. (57,20 H5,54 N5,14 
Gef. C 56,98 H5,58 N 4,87 
Wie durch Abbau zum Peptid bestimmt wurde, betragt die optische Reinheit 
dieser Fraktion 60—65%. Durch Einengen der Mutterlauge im Vak. auf zwei 
Drittel des Volumens werden weitere 0,6 g Salz geringerer optischer Reinheit 
isoliert, die man verwirft. Insgesamt hat sich damit das L-Estersalz quantitativ 
abgeschieden. 5 
Die zuerst auskristallisierte Fraktion wird aus Methanol-Ather umkristalli- 
siert, bis folgende MeBwerte erreicht sind: Schmp. 173—174°; [a]9°: —%7,79 
(c = 0,68, in Athanol). 
Die Ausbeute an optisch reinem Salz betragt 70°%, bezogen auf das eingesetzte 
rohe Tartrat. 
Gef. C 57,66 H5,82 N 5,32 
Volliges EKindampfen der Mutterlauge im Vak. und Anreiben des halbfesten 
tiickstandes mit absol. Ather fiihrt zum rohen p-Alanyl-/-alanin-athyl- 
ester-dibenzoyl-p-hydrogentratrat. Ausb. 2,2g; Schmp. 135—136°. 
[o}7?: —76,0° (c = 0,79, in Athanol). 
CxgHyoN.0,, (546,6) Ber. (57,20 C554 N5,14 
Gef. C 56,63 H5,61 C 4,94 


19 L. Birkhofer u. I. Hartwig, Chem. Ber. 89, 1608 [1956]. 
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Die optische Reinheit des p-Estertartrates betragt 40%, wie durch Uber- 
fiihrung in das Peptid bewiesen wurde. 

Das rohe p-Salz wird in wenig absol. Methanol gelést und dazu langsam die 
3fache Menge absol. Ather gegeben. Das ausfallende Salz wird abfiltriert, die 
Mutterlauge im Vak. eingedampft und der Riickstand mit Ather angerieben. Dic 
zweite Fraktion stellt die optisch reine dar. Schmp. 128—130°. [o]?0: —78,1° 
(c = 1,0, in Athanol). 

Gef. N 5,52 

Zu den folgenden Schritten wurde von den optisch reinen Estertartraten 
ausgegangen. 

Gewinnung der optisch aktiven Alanyl-f-alanin-athylester- 
hydrochloride: In die ather. Suspension von L-Alanyl-f-alanin-athyl- 
ester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat wird bei 0° bis zur Sattigung Ammo- 
niakgas eingeleitet. Dann saugt man ab, befreit die ather. Lésung im Vak. vom 
iiberschiiss. Ammoniak und fallt das Hydrochlorid mittels absol. atherischer 
Salzsiure. Das L-Alanyl-f-alanin-aithylester-hydrochlorid ist hygro- 

. a 2 : ie 
skopisch. Ausb. 90% d. Th. [o]7?: + 1,95° (c = 1,7, in Methanol). 

Die Gewinnung des p- Alanyl-/-alanin-athylester-hydrochlorids aus 
dem Tartrat erfolgt wie die des Antipoden. Ausb. 90% d. Th.; [o]??: —1,98° 
(c = 2,3, in Methanol). 

Gewinnung der optischen Antipoden des Alanyl-f-alanins: 1,5 ¢ 
L-Alanyl-f-alanin-athylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat werden 5 
bis 10 Min. mit 25 cm’ 0,37n Ba(OH), geschiittelt, dann 32 em’ 0,37n H,SO, hin- 
zugegeben, abgesaugt und die Lésung 4 Stdn. im Perforator mit Ather extrahiert. 
Dann wird die Lésung mit 0,37n Ba(OH), neutralisiert, abfiltriert, im Vak. ein- 
geengt und das Peptid mit Aceton ausgefallt. Das L(+)-Alanyl-f-alanin wird 
aus Wasser-Aceton umkristallisiert. Ausb. 72% d. Th., Schmp. 224—225°. [a]%?: 
+ 29,49 (c = 0,78, in Wasser). 

C,H,.N.O, (160,2) Ber. © 44,99 H7,54 N 17,49 
Gef. C 44,60 H7,56 N 17,20 

Die Gewinnung des p(—)-Alanyl-/-alanins erfolgt wie die des Antipoden 
aus dem Tartrat. Ausb. 70% d.Th., Schmp. 224°. (a]P: —30,0° (c = 0,91, in 
Wasser). 

Gef. C 45,01 H 7,66 N 16,93 

Die spezif. Drehungen der Peptidantipoden lieBen sich durch Umkristalli- 
sieren nicht weiter steigern. Es lagen somit die optisch reinen Verbindungen vor. 

Konfigurationszuordnung: Da L- und p-Alanyl-f-alanin in der Literatur 
noch nicht beschrieben sind, muBten die Konfigurationen der Antipoden fest- 
gelegt werden. Dies geschah durch saure Hydrolyse des (+-)-Alanyl-f-alanins zu 
einem Gemisch der Peptidbausteine. Ausgegangen wurde von Alanyl-f-alanin mit 
einer spezif. Drehung von [«]j): -+ 18.0°, also 60proz. optischer Reinheit. Es wurde 
3 Stdn. mit 20proz. Salzsiure unter RiickfluB erhitzt. Nach Eindampfen und 
Fallung mit Aceton zeigte das Gemisch von «x-Alanin- und /-Alanin-hydrochlorid 
eine spezif. Drehung von [a]?: 2,8°. Da sich das Gemisch mengenmaBig aus 
gleichen Anteilen, nimlich einem optisch aktiven «-Alanin- und einem inaktiven 
f-Alaninanteil zusammensetzt, kommt der «-Alanin-Komponente die spezif. 
Drehung von [x]?): + 5,69 zu. Diesen Drehwert besitzt das L(+)-Alanin-hydro- 
chlorid bei etwa 60proz. optischer Reinheit. Deshalb lag auch dem Dipeptid dic 
L-Konfiguration zugrunde. 


Herrn Professor Dr. W. Langenbeck sind wir fiir die Férderung dieser 
Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Zusammenfassung 


Einfache DL-Oligopeptide wie Valyl-glycin, Leucyl-glycin und 
Alanyl-§-alanin wurden durch Salzbildung ihrer Ester mit Weinsaure- 
derivaten tiber diastereomere Tartrate in ihre optischen Antipoden 
getrennt. Auf diesem Wege konnten die Antipoden der Peptidester und 
Peptide in guter Ausbeute und optisch rein isoliert werden. Fiir alle 
untersuchten Peptidester wurden bequem ausfiihrbare Spaltungsvor- 
schriften ausgearbeitet. 

Summary 

Simple DL-oligopeptides like valyl-glycine, leucyl-glycine and 
alanyl-f-alanine were separated into their optical antipodes by salt 
formation of their esters with derivatives of tartaric acid through dia- 
steriomeric tartrates. In this way, the antipodes of peptide esters and 
peptides could be isolated in good yield and optically pure. Convenient 
cleaving procedures were worked out for all peptide esters investigated. 











Steroidkonjugate, I}? 


Chemische Synthese und papierchromatographische Trennung 
einiger Steroidglucuronide * 
Von 


Helmut Pelzer** 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
Leiter: Prof. Dr. K. Hinsberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1958) 


Die Bearbeitung neuer Methoden zur chromatographischen Tren- 
nung und quantitativen Bestimmung von Steroidkonjugaten in bio- 
logischen Extrakten wird durch das Fehlen einer Reihe von Test- 
substanzen erschwert. Wihrend 17-Ketosteroidsulfate nach dem von 
Talbot et al.2 beschriebenen Verfahren leicht zuganglich sind, wurden 
die Glucuronide bisher meistens biologisch gewonnen. Die nach unseren 
Erfahrungen recht schwierige und langwierige Synthese einiger Steroid- 
glucuronide nach Schapiro? hat bisher in der Literatur nur geringen 
Niederschlag gefunden. Schneider et al.4 synthetisierten zwar den 
Peracetylmethylester von Tetrahydrocortison-glucuronid, um ihn mit 
dem entsprechenden Produkt aus Harn zu vergleichen. Es fehlen dort 
jedoch nahere experimentelle Angaben tiber den Syntheseweg. Wotiz 
et al.> gelang kiirzlich eine biologische Synthese von Testosteron- 
glucuronid in Rattenleberschnitten, und die Autoren verglichen das er- 
haltene Produkt mit einer nach der Methode von Schapiro?’ auf che- 
mischem Weg synthetisierten Testsubstanz. 

Kigene Arbeiten, deren Ziel es war, Verfahren zur exakten Bestim- 
mung der nicht hydrolysierten Steroidkonjugate in Harn und Blut zu 
finden!®’, fiihrten zu sehr guten qualitativen Trennungen von 17- 


x 


Ketosteroid-glucuroniden und -sulfaten. Eine quantitative Auswertung 

* Diese Arbeit wurde durch eine finanzielle Unterstiitzung seitens des 
Kultusministeriums von Nordrhein-Westfalen erméglicht. Der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir ein Stipendium. 

** Neue Anschrift: Max-Planck-Institut fiir Biologie (Abt. Weidel), Tiibingen. 

1 II. Mitteil.: H. Pelzer, W.Staib u. D. Ott, diese Z. 312,15 [1958]. 

2 N. B. Talbot, J. Ryanu. J. K. Wolfe, J. biol. Chemistry 148, 593 [1943]. 

3 E. Schapiro, Biochem. J. 33, 385 [1939]. 

4J.J.Schneider, M.L. Lewbart, P. Levitan u. S. Lieberman, J. 
Amer. chem. Soc. 77, 4184 [1955]. 

° H. H. Wotiz, H.-G. Sie u. W. H. Fishman, J. biol. Chemistry 232, 72: 
[1958]. 

6 H. Pelzer u. W.Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]. 

7 W. Staib, H. Pelzer u. W. Teller, Vortrag am IV. Internationalen Kon- 
greB fiir Biochemie in Wien 1958; W.Staib, W. Teller u. H. Pelzer, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam], im Druck. 
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ist aber nur im Vergleich mit reinen definierten Testsubstanzen mdglich. 
Ferner entzogen sich Corticoid-glucuronide aus Harnextrakten oft einem 
Nachweis bei der Chromatographie voéllig. Um diesem Mangel zu be- 
gegnen, wurden nun einige Steroid-f-glucuronide auf einfache Art und 
mit teilweise relativ hohen Ausbeuten chemisch synthetisiert. Dabei 
wurde das Verfahren von Schapiro? in einigen wesentlichen Punkten 
verlassen oder abgeandert. 

In der vorliegenden Arbeit sind die Synthesen der /-Glucuronide 
von Isoandrosteron [Androstanol-(3/)-on-(17)], Dehydroisoandrosteron 
[DHA, A>-Androstenol-(3/)-on-(17)], Testosteron und 11-Desoxycorti- 
costeron [DOC, A4-Pregnenol-(21)-dion(3.20)] sowie des Triacetyl- 
methylesters von Cholesterin-glucuronid beschrieben. 


Darstellung der Glucuronide 


Die Reaktion zwischen 1-Brom-2.3.4-triacetyl-glucuronsaure-me- 
thylester (Bromester) und einigen Steroiden machte nach dem von 
Emil Fischer und Raske® zur Synthese von Glucosiden beschriebenen 
Verfahren (Kondensation in atherischer Lésung) keinerlei Schwierig- 
keiten. Mit Cholesterin war diese Reaktion nicht zu erreichen. Hier 
fiihrte das Verfahren von Meystre und Miescher® (Synthese von 
Steroidglykosiden in siedendem Benzol) zum Ziel. Dieser Weg brachte 
auch bei Testosteron-glucuronid bessere Ausbeuten als das Ather- 
verfahren. 

Die Deacetylierung und Verseifung des Esters kann auf einfache 
Weise mit Bariumhydroxyd in Methanol oder Athanol bei Raum- 
temperatur erfolgen. Das gebildete Bariumsalz des Glucuronids ist in 
Wasser schwer, in Athanol und Chloroform praktisch unléslich. Da die 
tlucuronide gegen waBriges Alkali sehr stabil sind, kann man auch 
direkt mit Natronlauge deacetylieren und das gebildete Natriumsalz 
des freien Glucuronids mit Aceton ausfiallen. 


Versuchsergebnisse mit reinen Glucuroniden 


Die papierchromatographische Trennung der vier synthetisch dar- 
gestellten Steroid-glucuronide gelang ausgezeichnet in dem von Bush!° 
vorgeschlagenen Lésungsmittelsystem Toluol/tert.-Butanol/Eisessig, 
Wasser/konz. Salzsiure 80:20:30:70:2. In einem Durchlaufchromato- 
gramm auf Schleicher & Schill Papier Nr. 2043a wurden folgende Rk; - 
Werte (bezogen auf Isoandrosteron-glucuronid = 1,00) erhalten: DOC- 
Glucuronid 0,47; Testosteron-glucuronid 0,66; DHA-Glucuronid 0,87. 

Zur standigen Kontrolle der Chromatographie lieBen wir etwas Malachitgriin 
mitlaufen. Bei einem Abstand Start — Bogenende von 45 cm wurde die Chro- 

8 E. Fischer u. K. Raske, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 1469 [1909]. 
® Ch. Meystre u. K. Miescher, Helv. chim. Acta 27, 231 [1944]; 34, 2286 
[1951]. 
10 J, E. Bush, Biochem. J. 67, 23 P [1957]. 
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matographie dann abgebrochen, wenn der Farbstoff 3,5—4 cm zuriickgelegt hatte. 
Zur Lokalisation von DOC- und Testosteron-glucuronid eignete sich die UV- 
Kontaktphotographie, die beiden 17-Ketosteroid-glucuronide wurden mit Zimmer- 
mann-Reagenz nachgewiesen. Wahrend sich die Ry-Werte der einzelnen Glucuro- 
nide streng reproduzieren lieBen, war das Verhaltnis ihrer Wanderungsstrecken zu 
der des Farbstoffes stark von noch unbekannten auBeren Faktoren abhangig. 

Das System HI von Lewbart und Schneider", das von uns in leicht 
modifizierter Form zur Trennung von Androsteron-, Atiocholanol-(3«)-on-(17)- 
und der Il-oxygenierten 17-Ketosteroid-glucuronide verwendet worden war', 
eignet sich schlecht zur Trennung der vier beschriebenen Glucuronide. Der Rp- 
Wert (bezogen auf Bromphenolblau = 1,00) betragt hier etwa 0,88 fiir DOC- und 
Testosteron-glucuronid, und etwa 1,07 fiir DHA- und Isoandrosteron-glucuronid. 

Die Papierelektrophorese bei hohen Spannungen, wie sie zur Tren- 
nung von 17-Ketosteroid-glucuroniden und -sulfaten voneinander be- 
schrieben worden ist®, brachte keine Trennung der obigen 4 Glucuronide. 

Bei pu 3,5 erhalt man eine bessere Abtrennung der Sulfate von den Glucu- 
roniden als bei px 7,5. Der py-3,5-Puffer (Triathanolamin-acetat) hat sich neuer- 
dings auch bei der Aufarbeitung von Harnextrakten gut bewahrt. Die langere 
Versuchsdauer wird durch eine bessere Reinigung der Sulfate und Glucuronide von 
Begleitsubstanzen ausgeglichen. Diese bleiben bei py 3,5 zum gréBten Teil am 
Start zuriick oder wandern zur Kathode. Dies lit sich besonders durch UV- 
Kontaktphotographie der fertigen Pherogramme zeigen. 

Bei der Anwendung einiger bekannter Bestimmungsmethoden auf 
die reinen Steroid-glucuronide wurden z. T. unerwartete Ergebnisse er- 
halten. So ergab die Glucuronsiurebestimmung mit Naphthoresorcin 
zwar bei Isoandrosteron-glucuronid 98.5%, bei DHA-Glucuronid 91% 
und bei Testosteron-glucuronid 90,5°% der Theorie. Bei DOC-Glucuronid 
dagegen verlief diese Bestimmung negativ, obwohl das Praparat nach 
Hydrolyse mit $-Glucuronidase 92% der errechneten Menge DOC lieferte 
(Bestimmung mit der Tetrazoliumblau-Methode). Die Hydrolyse mit 
/-Glucuronidase setzte aus 1 Mol Isoandrosteron-glucuronid 1 Mol Iso- 
androsteron frei, wihrend bei DHA-Glucuronid die Ausbeuten zwischen 
0.20 und 0.55 Mol schwankten. Eine Saiurehydrolyse bei 100° erbrachte 
bei DHA-Glucuronid 25—55°% der errechneten Menge freies 17-Keto- 
steroid. Das UV-Spektrum hatte sowohl bei Testosteron- als auch bei 
DOC-Glucuronid das erwartete starke Maximum bei 241 mu, dessen 
Hohe beim Testosteron-glucuronid dem errechneten Wert entsprach. 

Eine eingehende Diskussion dieser teilweise tiberraschenden Er- 
gebnisse erscheint verfriiht, da die Zahl der durchgefiihrten Versuche 
noch klein ist. Die Tatsache jedoch, daB sich DOC-Glucuronid der 
Glucuronsaurebestimmung vollig entzieht und auch ohne vorherige 
Hydrolyse nur eine verschwindend geringe Tetrazoliumblau-Reaktion 
der «-Ketolseitenkette gibt, beansprucht einige Aufmerksamkeit. Wenn 
man bei der Analyse biologischer Extrakte mit DOC-Glucuronid oder 
ahnlichen Verbindungen (C,,-Glucuroniden) zu rechnen hat, so ist eine 
Hydrolyse mit #-Glucuronidase auf jeden Fall zu empfehlen. Bei der 
Chromatographie an Aluminiumoxyd, wie sie fiir 17-Ketosteroid-glucu- 


uM. L. Lewbart u. J. J.Schneider, Nature [London] 176, 1175 [1955]. 
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ronide und -sulfate von Crepy et al.!? beschrieben wurde, wird man 
im Eluat z. B. DOC-Glucuronid weder durch Glucuronsaéurebestimmung 
noch mit Hilfe der Tetrazoliumblau-Reaktion erfassen kénnen. Ahnliche 
Verhialtnisse liegen am Papierchromatogramm und bei der Papierelektro- 
phorese vor, wo ebenfalls nur eine sehr schwache Formazanbildung 
(stark alkalisches Sprithreagenz) erreicht wird. Diese Beobachtung steht 
im Einklang mit der Tatsache, daB die glykosidische Bindung in den 
Glucuroniden gegen Alkali auBerst stabil ist. Damit wird die Voraus- 
setzung fiir eine Oxydation der «-Ketolseitenkette, nimlich das Vor- 
liegen der freien Form, nicht erfiillt. DOC-Acetat dagegen wird relativ 
schnell durch Natronlauge hydrolysiert und tritt somit, wenn auch 
zeitlich etwas verz6gert, mit Tetrazoliumblau in Reaktion. Bei Glucu- 
roniden mit einer freien «-Ketolseitenkette, wie z. B. das von Schneider 
et al.4 beschriebene Tetrahydrocortison-3-glucuronid, wird man die 
Tetrazoliumblau-Reaktion in vollem Umfang erwarten kénnen. 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung des 1-Brom-2.3.4-triacetyl-glucuronsaure-me- 
thylesters (Bromester) erfolgte nach Bollenback et al.!° mit geringer Modi- 
fikation nach Helferich und Berger!!: Nach der Bromierung des Tetraacetyl- 
methylesters der p-Glucuronsiure wird der Eisessig-Lésung ein gleiches Vol. 
Chloroform zugesetzt und dieses mit eiskaltem Wasser, dann mit eiskalter Natrium- 
hydrogencarbonat-Lésung und wieder mit eiskaltem Wasser séurefrei gewaschen. 
Die so erhaltene Chloroformlésung trocknet man mit Natriumsulfat und dampft 
im Vak. (< 35°) zum dicken fast farblosen Sirup ein. Dieser soll méglichst nicht 
mehr nach Chloroform riechen. Bei 0° kristallisiert dann in einigen Stdn. der farb- 
lose Bromester aus. Er kann aus wenig Athanol (30°) umkristallisiert werden. Ein 
Produkt mit dem Schmp. 98—100° ist fiir die weiteren Arbeiten geniigend rein. 
[x]??: + 192 + 4°. : 

DHA-triacetyl-glucuronsdure-methylester: 1 g Dehydroisoan- 
drosteron (DHA) und 3g Bromester werden in 50 ml trockenem Ather gelést, 
3g Silbercarbonat zugesetzt und leicht verschlossen. Nun schiittelt man im 
Dunkeln 3—5 Stdn. bei Raumtemperatur. Dabei entwickelt sich anfangs viel CO,. 
Dann filtriert man vom Silbersalz und dem bereits auskristallisierten DHA- 
triacetyl-glucuronsiure-methylester ab, wascht den Riickstand griindlich mit 
Chloroform und dampft die vereinigten Filtrate zur Trockne. Der farblose Sirup 
kristallisiert beim Lésen in 50 mi Ather. Der Niederschlag kann aus absol. Athanol 
umkristallisiert werden. Ausb. 1,18 g (56,5% d. Th.), Schmp. 186,5—188,0°*; 
{~}7?: —12,7° (2% in CHCI) 

C5oH,,0,, (604.7) Ber. C 63,5 H 7,3 0 29,2 Gef. C 63,4 H7,5 0 29,3 

DHA-Glucuronsadure: 400 mg DHA-Triacetyl-glucuronsdiure-methylester 
werden in 7 ml Athanol unter Erwarmen gelést. In die heiBe Lésung gibt man 
langsam 30 ml 0,36 n Ba(OH),, wobei sofort ein dicker kasiger Niederschlag 
ausfallt. Es wird noch 2 Min. im kochenden Wasserbad gehalten und dann iiber 
Nacht in der Kalte aufbewahrt. Nun saugt man ab, wascht 2mal mit 1 m/ Wasser 


of 


2 O.Crépy, M. F.Jayle u. F.Meslin, Acta Endocrinol. 24, 233 [1957]. 

13 G.N. Bollenback, J. W. Long, D.G. Benjamin u. J. A. Lindquist, 
J. Amer. chem. Soc. 77, 3310 [1955]. 

144 B. Helferich u. A. Berger, persénliche Mitteilung. 

* Alle hier aufgefiihrten Schmelzpunkte sind korrigiert. 
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und 6fter mit viel Aceton. Den getrockneten Riickstand suspendiert man in 10 ml 
Wasser und sauert mit verd. Salzsiure (etwa 7—8proz.) an. Ein Teil der Sus- 
pension geht in Lésung, das Glucuronid bleibt ungelést. Man verreibt gut, zentri- 
fugiert und wascht den Riickstand mit wenig Wasser. Nach dem Umfallen aus 
verd. Natronlauge — verd. Salzsiure und Umkristallisieren aus Alkohol/Wasser 
erhalt man das reine Glucuronid. Es wird im Vak. bei Raumtemp. iiber P,O, 
getrocknet. Ausb. 280 mg (82,5% d. Th.). Schmp. 170—210° (Zers.). 

233 mg wurden zusatzlich aus 150 m/ Wasser umkristallisiert und wie oben 
getrocknet. Ausb.: 173 mg. Das Praparat war papierchromatographisch rein. 

C,3H3,0, (464,5) Ber. C 64,6 H7,85 Gef. C 65,1 H 8,2 

DHA-glucuronsaures Natrium durch Hydrolyse des Triacetylmethyl- 
esters mit Natronlauge: 100 mg DHA-Triacetylglucuronsdure-methylester werden 
in 4 ml 65proz. Aceton gelést. In die siedende Lésung bringt man 0,4 ml 10proz. 
waBr. Natronlauge, kocht 30 Sek. unter Riickflu8 und kihlt dann schnell ab. 
Dicker krist. Niederschlag (Blattchen). Ausb. 82 mg (97% d. Th.). 

Leicht léslich in Wasser. Beim Ansiuern fallt die freie Saure aus. Das Pra- 
parat war papierchromatographisch rein und hatte den mit der freien Saure 
identischen Ay-Wert 0,87. 

Isoandrosteron-triacetyl-glucuronsdure-methylester: 1 g Iso- 
androsteron wird mit 3g Bromester und 3 g Silbercarbonat in 70 ml Ather 
umgesetzt. Der beim Eindampfen der Filtrate erhaltene Sirup kristallisiert beim 
Verriithren mit Wasser. Nach dem Umkristallisieren aus 50proz. Aceton wird im 
Vak. iiber P,O, getrocknet. Ausb. 1,11 g (52,8% d.Th.). Schmp. 163—164°; 
[x}7?: + 19,3° (4% in CHCI,). 

C3oH,,0,, (606,7) Ber. C633 H7,6 0 29,0 
Gef. C 63,4 H7,7 0 29,5 


ae ee oa Aus 400 mg Isoandrosteron-triacety]- 
glucuronséure-methylester mit Bariumhydroxyd, wie bei der Darstellung von 
DHA-Glucuronsaure beschrieben. Ausb. 265 mg (86,0% d. Th.). Das Praparat war 
papierchromatographisch rein. 
CogH3,0, (466,5) Ber. © 64,4 H8,32 O 27,40 
Gef. C 64,2 H8,32 O — 
DOC-Triacetyl-glucuronsaure-methylester: 1g  11-Desoxycorti- 
costeron (DOC) wird mit 3 g Bromester und 3—4 g ‘Whedon in 70 ml 
trockenem Ather umgesetzt. Der sirupése Riickstand der eingedampften Ather- 
und Chloroformfiltrate kristallisiert beim Verreiben mit Ather. Das Rohprodukt 
(1,2 g) wird aus 50proz. Athanol, dann aus absol. Atnanol umkristallisiert. Ausb. 
725 mg (37,0%d. Th.). Schmp. 199,5—201,5°. e (240 my) = 17200 (fiir freies DOC: 
17000). 
CsgH4,012 (646,8) Ber. C 63,00 H7,17 0 29,60 
Gef. C 62,70 H7,44 O 29,80 
DOC-Glucuronsaure: 400 mg DOC-triacetyl-glucuronséure-methylester, 
gelést in 17 mlsheiBem Athanol mit Bariumhydroxyd, wie bei der Darstellung von 
DHA-Glucuronsiure beschrieben. Beim Ansiuern mit konz. Salzsiure entsteht 
ein gelbbraunes Ol, das durch Umfiallen aus verd. Natronlauge — verd. Salzsiure 
gereinigt wird. Das Ol konnte bisher nicht zur Kristallisation gebracht werden. 
Auch. waren Versuche, die Kristallisation des Na-Salzes zu erreichen, ohne Erfolg. 
Amax 240 mu (in Methanol). Auf die Extinktion von freiem DOC bezogen, waren 
154 mg DOC-Glucuronséure entstanden. Das Praparat in der methanol. Lésung 
war chromatographisch rein. 
Testosteron-triacetyl-glucuronsiure-methylester: 2,5g Testo- 
steron werden in 100 ml trockenem Benzol gelést und die Lésung mit 5 g Silber- 
carbonat versetzt. Nun la8t man das Benzol nach Meystre und Miescher® 
langsam abdestillieren und tropft mit gleicher Geschwindigkeit eine Lésung von 
9g Bromester in 150 ml Benzol zu. Nach Beendigung der Reaktion wird ab- 
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gekiihlt, vom schwarzen Riickstand abfiltriert und mit Benzol oder Chloroform 
gew aschen. Nach dem Eindampfen der vereinigten Filtrate riihrt man den gelben 
sirupésen Riickstand mit 50 ml Ather an. Es fallen sofort 330 mg eines “ krist. 
Niederschlages aus. Dieser wurde bisher nicht weiter untersucht, obwohl er, in 
Methanol gelést, ein UV-Absorptionsspektrum mit einem starken Maximum bei 
240 mu hatte. Nach dem Abfiltrieren dampft man das Filtrat erneut ein. Der dlige 
Riickstand 1a4Bt sich durch fraktionierte Fallung aus Eisessig/Wasser und dann aus 
Athanol/Wasser in weiBe bis gelbliche Nadeln iiberfithren. Ausb. 400 mg (7,7% 
d. Th.); Schmp. 179,5—181,5°. 

C3.H4,0,, (604,7) Ber. C63,5 H7,3 O 29,2 

Gef. C61,6 H7,4 0 28,8 

Testosteron-glucuronsaure (Natriumsalz): Aus 300 mg Testosteron- 
triacetyl-glucuronsaure-methylester in 5 ml Athanol mit 22,5 m/ 0,36 n Ba(OH),- 
Loésung, wie bei der Darstellung von DHA-Glucuronsaure beschrieben. Den beim 
Ansaiuern mit Salzsiure erhaltenen éligen Nicderschlag waischt man mit etwas 
Wasser und lést ihn in méglichst wenig verd. Natronlauge. Wenn nicht alles léslich 
ist (gelbe Flocken), zentrifugiert man und fallt in der iiberstehenden Lésung durch 
Zusatz von 20—30 Vol. Aceton das Natriumsalz des Glucuronids als feine, seiden- 
glanzende Kristalle aus. Nach Umkristallisieren aus wasserhaltigem Aceton erhalt 
man etwa 150 mg weiBe Kristalle. 

Dieses Produkt war chromatographisch einheitlich. Die Elementaranalyse 
ergab etwas zu niedrige Werte fiir C und H, was auf Verunreinigungen durch 
Natriumcarbonat oder Natriumchlorid beruhen kénnte. Die UV-Absorption bei 
240 mu entsprach dagegen der aus reinem Testosteron berechneten. 

Cholesterin-triacetyl-glucuronsaure-methylester: 1,1 g Choleste- 
rin werden in 50 ml Benzol gelést, 4 g Silbercarbonat zugesetzt und, wie bei der 
Darstellung des Testosteron-Derivates beschrieben, mit 4,5 g Bromester in 75 ml 
Benzol umgesetzt. Das Rohprodukt (1,18 g) lést man in 2 ml Chloroform und 
fallt mit 15 ml Athanol wieder aus. Nach dem Trocknen des kristall. Nieder- 
schlages (Schmp. 172—175") kann dieser aus 27 m/ Aceton umkristallisiert werden. 
Ausb. 870 mg (43,59 d. Th.). Schmp. 188—190°. 

CyoH 3019 (703,0) Ber. C683 H9,05 0 22,7 
Gef. C683 H9,00 0 22,2 

Bei der iiblichen Hydrolyse mit Bariumhydroxyd konnte kein acetylfreies 
Glucuronid erhalten werden. Das Produkt der Spaltung gab bei der Elementar- 
analyse die Werte von reinem Cholesterin. 

Herrn Prof. Dr. K. Hinsberg danke ich fiir viele gute Ratschlige bei der 
Synthese und fiir eingehende Diskussion der Ergebnisse. Herrn Dr. A. Wettstein 
(Ciba AG, Basel) danke ich fiir die freundliche U berlassung gréBerer Mengen von 
Isoandrosteron, Testosteron und Desoxycorticosteron, Herrn Dr. G. Schwarz 
(Henkel & Cie., Diisseldorf) fiir die Ausfiihrung der Elementaranalysen. Fraulein 
R. Hentschel hat durch ihre fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit viel zum 
Gelingen der Versuche beigetragen. 





Zusammenfassung 

Die Glucuronide von Dehydroisoandrosteron, Isoandrosteron, Testo- 
steron und 11-Desoxycorticosteron konnten auf chemischem Weg 
synthetisiert werden. Sie lieBen sich papierchromatographisch gut von- 
einander trennen. 

Summary 

The glucuronides of dehydroisoandrosterone, isoandrosterone, testo- 
sterone and 11-desoxycorticosterone could be synthesised chemically. 
They could be efficiently separated by paper chromatography. 
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Die Verwendung manometrischer und 
elektrotitrimetrischer Methodik zur Sulfatasebestimmung 
Von 
R. Ammon und K. H. Ney 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes, Homburg (Saar) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1958) 


Zur Bestimmung der Aryl- und Steroidsulfatasen liegen bewahrte 
spektrophotometrische Verfahren mit Nitrophenylsulfat!?, 2-Hydroxy- 
5-nitro-phenylsulfat? und Dehydro-epi-androsteronsulfat* vor. Im Rah- 
men von Spezifitaétsuntersuchungen wurde es notwendig, auch nicht- 
chromogene Substrate in den Kreis der Untersuchungen einzubeziehen. 
Wir entwickelten deshalb unter Weiterfiihrung der im Ronaschen 
Institut ausgearbeiteten manometrischen® und elektrotitrimetrischen® 
Esterase-Bestimmungsverfahren die folgenden Sulfatase-Bestimmungs- 
methoden. Das manometrische Verfahren wurde schon von Lowen- 
stein und Young? kurz beschrieben. 

Die beiden hier fiir Aryl- und Steroidsulfatasen eingesetzten Metho- 
den k6nnen auch zur Erfassung der Chondro-, Myro- und Glykosulfatasen 
dienen. In dieser Arbeit wurde noch gepriift, ob sich Beweise fiir das 
Vorliegen einer Alkylsulfatase erbringen lassen®. 


Methodik 
Substrate 

Ostronsulfat, Dehydro-epi-androsteronsulfat, Androsteronsulfat, Decyl-2-sul- 
fat, Laurylsulfat, Stearylsulfat und Myristylsulfat standen zur Verfiigung. Phenyl- 
sulfat 9, p-Nitro-phenylsulfat! und Phenolphthaleinsulfat!® stellten wir durch Ver- 
esterung der Phenole mit Chlorsulfonsiure in Pyridin als Lésungsmittel her!'. 

1C, Huggins u. D. R. Smith, J. biol. Chemistry 170, 391 [1947]. 

2 K. Morimoto, J. Biochemistry [Tokyo] 26, 259 [1937]. 

3 A. B. Roy, Biochem. J. 58, 12 [1953]. 

4-H. Gibian u. G. Bratfisch, diese Z. 305, 265 [1956]. 

> P. Rona u. A. Lasnitzki, Biochem. Z. 152, 504 [1924]; R. Ammon, 
Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen, Tiere 238, 486 [1933]; R. Ammon u. 
G. Voss, ebenda 285, 393 [1935]. 

6 P. Rona u. R. Ammon, Biochem. Z. 181, 49 [1927]. 

7 J.M. Lowenstein u. L. Young, Biochem. J. 52, XXV [1952]; vgl. auch 
P. Lindahl, Ark. Zool. 28 B, Nr. 4, 1 [1935]. 

8’ A. J. Vlitos, Contr. Boyce Thompson Inst. 17, 127 [1952—54]. 

® J. Feigenbaum u. C. A. Neuberg, J. Amer. chem. Soc. 68, 3529 [1941]. 

10 M. Pantlitschko u. E. Kaiser, Mh. Chem. 88, 1140 [1952]. 

1 A. Verley, Bull. Soc. chim. France (III) 25, 46 [1901]; E. H. Rodd, 
Chemistry of Carbon Compounds, Bd. III A, 8. 430, Elsevier, Amsterdam 1954. 
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2-Hydroxy-5-nitro-phenyl-sulfat (Nitrocatechinsulfat) erhielten wir nach 1. c.% 
durch Einwirkung von Persulfat auf p-Nitro-phenol. Die Rohprodukte wurden 
solange aus waBr. Athanol und dann aus Wasser umkristallisiert, bis weder SO,°° 
noch Cl° und Ausgangsphenol mehr nachzuweisen waren. Zur besseren Haltbar- 
keit wurden die Substrate trocken im Eisschrank aufbewahrt. 


Fermente 
Als Fermente verwandten wir Leber-Steroidsulfatase (Schering)*, Ratten- 
leber-Acetontrockenpulver, die Acetonfallung eines Extraktes aus Aspergillus ory- 
& perg y 
zae und den Verdauungssaft der Weinbergschnecke Helix pomatia!. 


Manometrische Sulfatasebestimmung (vgl. l.c¢.’) 

Wir verwandten das Warburg-Modell Z der Firma Hartmann & Braun!. 
Als Puffer diente eine 0,4proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, durch die 
30 Min. ein Gasstrom von 95% N, und 5% CO, perlte. In die Warburg-Schiffchen 
wurden je 1,5 ml Fermentlésung und | ml der meist 0,01m Substratlésung, beide 
gelést im Hydrogencarbonatpuffer, pipettiert. Die GefaBkonstanten bestimmten 
wir durch Parallelversuche mit 0,01n H,SO,. Inkubiert wurde 30 Min. bei 37°, 
nachdem vorher 10 Min. bei quergestellten Schiffchen unter Durchleiten des N,- 
CO,-Stromes der Temperatur- und Gasausgleich erfolgt war. Es liefen immer 
Parallelversuche Substrat-Puffer (Eigenhydrolyse) und Enzym-Puffer (Leer- 
wert) mit. 

Zur Kontrolle arbeiteten wir zunaichst mit chromogenen Substraten und 
iiberpriiften nach der manometrischen Bestimmung den Spaltungsgrad spektro- 
photometrisch. 

Elektrotitrimetrische Sulfatasebestimmung 

Kin Thermostat von 37° speist den Warmemantel des ReaktionsgefaBes 
(2 cm Durchmesser, 5 em Hohe), das auf einem Magnetriihrer steht; in das Titra- 
tionsgefaB ragt eine Mikrobiirette, graduiert auf 0,01 m/ mit automatischer Nach- 
fiillung. Eine kombinierte Glaselekirode der Metrohm AG., Herisau, Schweiz 
(Type EA 121), ist mit dem Metrohm-py-Meter (Type E 187) verbunden, dessen 
Skala auf 0,02 pH-Einheiten graduiert ist. Gemessen und titriert wird der durch 
das fermentativ freigesetzte KHSOj; verursachte py-Abfall nach je 5 Min.; unter 
Verwendung einer 0,01n NaOH titriert man auf den Ausgang-py zuriick. Die 
iibliche Versuchsdauer betrug 30 Min.; anschlieBend wurde der Versuchsansatz 
unter unseren Standardbedingungen zur Kontrolle spektrophotometriert. 


Ergebnisse 
Manometrische Versuche 


Abb. 1 zeigt den manometrischen Verlauf der Hydrolyse von p- 
Nitro-phenylsulfat durch Acetontrockenpulver aus Rattenleber. 

Nach Abzug der Leer- und Blindwerte sind demnach aus dem 
Substrat 130 y p-Nitro-phenol entstanden. Die spektrophotometrische 
Bestimmung ergab 110 y p-Nitro-phenol. 

Weitere Spaltungsversuche mit der manometrischen Methode fiihr- 
ten zu den Ergebnissen der Tab. 1. Hierbei legten wir mehr Wert auf 
die Anwendungsméglichkeit des Verfahrens als auf eine systematische 
Bearbeitung der Spezifitaétsverhaltnisse der untersuchten Sulfatasen. 


2 P, Jarrige u. R. Henry, Bull. Soc. Chim. biol. 84, 872 [1952]. 
13 F. J. Zapp, diese Z. 807, 36 [1957]. 
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Abb. 1. Spaltung von p-Nitro-phenyl- 
sulfat durch Acetontrockenpulver aus 
Rattenleber. Die Ansatze enthielten 
1,5 ml Lebersuspension und 1 ml 0,01 
Substrat (Kurve 1). Kurve 2 zeigt den 
Leerwert (ohne Substrat) und Kurve3 
die Eigenhydrolyse (ohne Ferment). 




















Tab. 1. Manometrisch gemessene Spaltung von Schwefelsiureestern durch ver- 

schiedene Sulfatasen. Angaben in mm*® CO, nach Abzug der Blindwerte. Bedin- 

gungen wie bei Abb. 1. Inkubation: 30 Min. bei 37°. Substrate: NPS = p-Nitro- 

phenylsulfat, NCS = 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat, PPS = Phenolphthalein- 

sulfat, PS = Phenylsulfat, DHAS Dehydro-epi-androsteronsulfat, AS = An- 
drosteronsulfat, MS = Myristylsulfat. 


























NPS | NCS | PPS | PS |DHAS; AS MS 
Rattenlebertrockenpulver 20 8 0 - — -- 
Steroidsulfatase (Schering) 13 . - 8 — - 
Weinbergschnecken- 
Verdauungssaft | 48 10 0 0 
Aspergillus-Sulfatase 52 | 34 24 0 _ 


Es ist zu erkennen, daB die Rattenleber-Sulfatase p-Nitro-phenyl- 
sulfat spaltet, wahrend Phenolphthaleinsulfat nicht angegriffen wird. 
Die Leber-Sulfatase (Schering) hydrolysiert, wie nicht anders zu er- 
warten, neben Dehydro-epi-androsteronsulfat auch p-Nitro-phenylsulfat. 
Der Weinbergschnecken-Verdauungssaft ist zur Spaltung von Dehydro- 
epi-androsteronsulfat und Phenolphthaleinsulfat befahigt, eine alkylsulfa- 
tatische Wirkung ist nicht zu erkennen. Aspergillus-Sulfatase greift p- 
Nitro-phenylsulfat, Phenolphthaleinsulfat und Phenylsulfat gut an, 
nicht dagegen Dehydro-epi-androsteronsulfat. 


Elektrotitrimetrische Versuche 


Abb. 2 zeigt den elektrotitrimetrisch erfaBten Verlauf der Hydro- 
lyse von p-Nitro-phenylsulfat durch Pilzsulfatase. 





Abb. 2. Spaltung von p-Nitro-phenylsul- 
fat durch gerecinigtes Aspergillus-oryzae- 
Pulver. Der Ansatz enthielt 1 ml der Pilz- 
suspension, 2m/0,1m Substrat, 1 m/ Was- 
ser. Die Reaktionsfliissigkeit wurde bei 
37° durch 0,01n NaOH auf pq 7 gehalten. 
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Auf Grund des Titrationsergebnisses errechneten sich 366 y Nitro- 
phenol, die nach 30 Min. freigesetzt wurden; die colorimetrische Be- 
stimmung fiihrte zu 376 y unter sonst gleichen Versuchsbedingungen. 

Der Einflu8 durch CO,-Aufnahme aus der Atmosphare ist bei pu- 
Werten < 7 zu vernachlassigen. Bei Versuchen in alakalischem Milieu 
ist es aber angebracht, unter N, zu arbeiten. 

Zur Bestimmung des py-Optimums verwendeten wir den Ver- 
dauungssaft der Weinbergschnecke; als Substrat diente Dehydro- 
epi-androsteronsulfat. 


Tab. 2. py-Abhangigkeit der Steroidsulfatase im Verdauungssaft von Helix pomatia. 

Die Ansitze enthielten 0,5 ml 0,1lm Dehydro-epi-androsteronsulfat, 4 m/ Wasser 

und 0,3 ml des Verdauungssaftes der Weinbergschnecke. Inkubation: 30 Min. 
bei 37°. 








PH | 5 | 6 | i | 8 
Ni OOIn NAOH 2.3 Sw Se es 0,05 0,09 0,04 0,03 
y Substrat titriert ........ 166 244 108 80 
y Substrat spektrophotometrisch. . 150 280 86 €4 


Tab. 2 zeigt, daB die Steroidsulfatase der Weinbergschnecke bei py 6 
optimale Aktivitat aufweist. 

Um die Spezifitat der Helix-Sulfatase zu untersuchen, setzten 
wir verschiedene Schwefelsaureester ein und stellten fest, daB die Wein- 
bergschneckensulfatase p-Nitro-phenylsulfat und Dehydro-epi-androste- 
ronsulfat gut spalten kann. Nicht dagegen wurden Androsteronsulfat, 
Laurylsulfat, Stearylsulfat, Myristylsulfat und Decyl-2-sulfat hydroly- 
siert. In Bestatigung der manometrischen Ergebnisse war also keine 
Alkyl-Sulfatase-Wirkung zu beobachten. 

Die Steroidsulfatase des Verdauungssaftes von Helix pomatia hat 
nach diesen Versuchen eine ahnliche Spezifitaét wie die Gibiansche*!4 
Lebersteroidsulfatase und die Steroidsulfatase von Roy?® aus Nordsee- 
schnecken: Die 3a-Verbindung Androsteronsulfat wird nicht angegriffen, 
die 38-Verbindung Dehydro-epi-androsteronsulfat ist spaltbar. 

In dicsem Zusammenhang sei auch auf die Beobachtung von Jayle und 
Crepy'® hingewiesen, da die Leber Steroide mit einem 3/-Hydroxyl oder einer 
Sauerstoff-Funktion am C-11 zu Sulfaten verestert, 3%-Verbindungen dagegen 
als Glucuronide ausscheidet. 

Ausgehend von dem Befund, da primare und sekundare Alkylsulfate von 
der Weinbergschneckensulfatase nicht gespalten werden, wahrend Dehydro-e71- 
androsteronsulfat enzymatisch hydrolysiert wird, ware es interessant, Cyclohexyl- 
sulfat, das dem Ring A des Dehydro-epi-androsterons entspricht, auf seine Spalt- 
barkeit durch Schneckensulfatase zu priifen und eventuell durch systematische 
Substituierung am Cyclohexanring die Affinitét zum Ferment zu variieren oder 
iiberhaupt erst zu erreichen. 


144 A. B. Roy, Biochem. J. 66, 700 [1957]. 

15 A. B. Roy, Biochem. J. 62, 41 [1956]. 

16M. F. Jayle u. O. Crepy in II. Congres International de Biochimie, 
Paris 1952, Symposion sur Ia, Biochimie des Steroides, 8. 47. 
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Methodik zur Sulfatasebestimmung 


Vergleich der einzelnen Sulfatasebestimmungsmethoden 


Vorteile der elektrotitrimetrischen Methode liegen in der Abwesen- 
heit von Fremdionen — es wird ohne Puffer gearbeitet — sowie in der 
Méglichkeit, mit jedem beliebigen Substrat zu arbeiten. AuBerdem ist, 
was fiir kinetische Versuche wichtig ist, der Reaktionsablauf zu ver- 
folgen. Ohne weiteres laBt sich dieses Verfahren durch eine magnet- 
gesteuerte Biirette vereinfachen und automatisieren, wie es kiirzlich 
Neilands und Cannon’? bei der Verfolgung der Acetylesterase-Akti- 
vitat angaben. 

Die manometrische Methode hat den Vorteil, leichter Reihen- 
versuche zu gestatten, hat aber den Nachteil, nur innerhalb des py- 
Bereiches des CO,-Hydrogencarbonat-Puffers zu arbeiten. 

Die Empfindlichkeit der beiden Methoden liegt 1—2 Zehnerpotenzen 
unter der empfindlicher spektrophotometrischer Verfahren, bewahrt sich 
aber auch bei stark gefarbten Versuchsansitzen. 


Zusammenfassung 
Ein manometrisches und ein elektrotitrimetrisches Verfahren zur 
Verfolgung der sulfatatischen Wirksamkeit werden beschrieben. 
Vor- und Nachteile der Methoden werden besprochen, auch im Ver- 
gleich zur kolorimetrischen Sulfatasebestimmung. 
Eine Spaltung von Alkylsulfaten konnte nicht festgestellt werden. 


Summary 


A manometric and an electrotitrimetric method for the deter- 
mination of sulphatases are described. 

Advantages and disadvantages of the two methods are discussed, 
also by comparison with colorimetric methods. 

A hydrolytic action on alkylsulfates could not be observed. 


17 J. B. Neilands u. M. D. Cannon, Analytic. Chem. 27, 29 [1955]. 
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Uber die biologische Aktivitaét der Vitamine K, und k, 
und ihrer Isoprenologen 
Von 
0. Wiss, F. Weber, R. Riiegg und O. Isler 
Aus der Forschungsabteilung der F. Hoffmann-LaRoche & Co. AG, Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1958) 


In friiheren Mitteilungen!” wurde tiber die Synthesen von Vitamin 
K, und K, berichtet. Neben dem Vitamin K,, das den Phytylrest, d. h. 
eine Seitenkette mit 20 Kohlenstoffatomen, enthalt (I, x = 3), sind die 
Analogen mit 5 (x =0), 10 (x= 1), 15 (x = 2), 25 (x = 4) und 30 (x =5) 
C-Atomen in der Seitenkette dargestellt worden. In der Vitamin-K,-Reihe 
wurden alle Isoprenologen mit zwei bis sieben Isopreneinheiten, also 





10—35 C-Atomen in der Seitenkette (II, x = 1—6) synthetisiert. 
O 
a S J H, 
; ™ I 
ON “lly | hh, ORO, 
” CHg CH, _|x 
O ‘ 
JW (is 
2 
AS/NCH,—CH=C CH,—CH,—CH=C—|—CH, 
. CHsL CH, _}x 


Der Vergleich des synthetischen mit dem aus natiirlichem Material 
isolierten Vitamin K, fiihrte zum iiberraschenden Ergebnis, daB diesem 
eine Isoprenseitenkette von 35 Kohlenstoffatomen zukommt?. Es gelang 
aber auch die Isolierung einer geringen Menge Vitamin K, mit 30 Kohlen- 
stoffatomen in der Seitenkette. 

Das Vorliegen der erwahnten isoprenologen Verbindungen in der 
Vitamin-K,- und K,-Reihe lieB es interessant erscheinen, diese ver- 
gleichend biologisch zu priifen, um so die Abhangigkeit der Aktivitat 
von der Lange der Seitenkette festzustellen. Die biologische Priifung 


1 O. Isler, R. Riiegg, A. Studer u. R. Jiirgens, diese Z. 295, 290 [1953]. 
2 O. Isler, R. Riiegg, L.H.Chopard-dit-Jean, A.Winterstein u. 
O. Wiss, Helv. chim. Acta 41, 786 [1958]. 
ye 
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erfolgte am Vitamin-K-Mangelkiiken. Als MaB der Wirksamkeit diente 
die Normalisierung der Blutgerinnung, nachgewiesen durch Bestimmung 
der Prothrombinzeit. 

In der Vitamin-K,-Reihe ist der natiirlich vorkommende Vertreter 
mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette am wirksamsten. Verkiir- 
zung der Seitenkette hat einen erheblichen Aktivitatsverlust zur Folge. 
Der Vertreter mit nur einem Isoprenrest ist praktisch unwirksam. Der 
EinfluB langerer Seitenketten mit mehr als 20 Kohlenstoffatomen ist 
gering. Durch Verlangerung um 10 Kohlenstoffatome wird die Aktivitat, 


verglichen auf molarer Basis, auf etwa die Halfte herabgesetzt (Tab. 1). 


Tab. 1. Biologische Aktivitit der Vitamin-K,-Reihe (I). 





Seitenkette in 3-Stellung Anzahl | % Wirksamkeit 
C-Atome Kiiken |(Vit. K,=100%) 


* 

















0 5 Je 7 13 <0 
1 10 Dihydro-geranyl. ........ 10 ~ 10 
2 15 Tetrahydro-farnesyl ....... 12 ~ 30 
3 20 Pnytyl.. .. « ape 11 100 
4 25 Octahydro-farne 28 yiger srany “Cone 12 ~ 80 
5 30 Decahydro-farnesylfarnesyl . . . . 9 ~ 50 


In der Vitamin-K,-Reihe liegt das Maximum der Aktivitét beim 
Vertreter mit einer Isoprense itenkette von 25 Kohlenstoffatomen. Auch 
in dieser Reihe findet sich ein starker Abfall der Wirksamkeit nach 
kiirzeren und ein leichter Abfall nach langeren Seitenketten (Tab. 2). 


Tab. 2. Biologische Aktivitét der Vitamin-K,-Reihe (II). 

















. Seitenkette in 3-Stellung Anzahl | % Wirksamkeit 
C-Atome Kiiken | (Vit. K,=100%) 
1 10 IPEMRNIWAS ech ss Gs «eee 8 9 ~ 15 
2 15 Farnesyl 8 ~ 40 
3 20 Geranylge ranyl 15 100 
4 25 Farnesy Ize ranyl 11 ~ 120 
5 30 Farne: sylfarne syl . 15 100 
6 35 Farnesy lgeranylgerany 1. 12 ~ 70 
‘ 


Beim Vitamin K, und seinen Isoprenologen sind auf Grund der 
Doppelbindungen in der Seitenkette verschiedene geometrische Iso- 
meren moglich. Beim Vertreter mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seiten- 
kette wurden neben der all-trans- die 6’.7'-mono-cis- und die 10’.11’-mono- 
cis-Verbindungen dargestellt. Beim Vitamin K, mit 30 Kohlenstoff- 
atomen in der Seitenkette waren die all-trans-, die 6’.7'-mono-cis- und die 
18’.19’-mono-cis-Formen verfiigbar?. Die biologische Prifung ergab, daB 
nur bei cis-Konfiguration der kernnahen 6’.7’-Doppelbindung die Ak- 
tivitat signifikant herabgesetzt war (Tab. 3). 
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Tab. 3. Biologische Aktivitat der geometrischen Isomeren von Vitamin K, (II) 
mit 20 bzw. 30 C-Atomen in der Seitenkette. 











. Seitenkette in 3-Stellung Anzahl Prothrombinzeit Signifikanz 
C-Atome | Konfiguration Kiiken in Sekunden* a 

all-trans 14 86+ 5,7 

3 20 6’.7’-mono-cis 14 118+ 10,3 0,02 
10’.11’-mono-cis 11 85+ 7,7 
all-trans li 58+. 4,4 

5 30 6’.7’-mono-cis 19 133-4 6,8 0,001 
18’.19’-mono-cis 19 52+ 1,6 

















* Mittelwert + mittlerer Fehler (1- o-Grenze) 


SchlieBlich wurde noch die Wirksamkeit von totalsynthetischem 
Vitamin K, mit racemischer Phytylseitenkette* und von Vitamin K, 
mit optisch einheitlicher Seitenkette (aus natiirlichem Phytol) ver- 
gleichend gepriift. Wie Tab. 4 zeigt, besteht in der Aktivitat kein Unter- 
schied. 


Tab. 4. Biologische Aktivitét von Vitamin K, mit racemischer Seitenkette und 
Vitamin K, mit optisch aktiver Seitenkette (aus natiirlichem Phytol). 

















Kiiken Praparat Anzahl Prothrombinzeit in 
(56 y/kg Korpergewicht) Kiiken Sekunden* 

normal — 4 50 +- 2,2 

Mangel — 26 - 180 

Mangel synthetisches Vitamjn K, 13 87 + 7,1 

Mangel natiirliches Vitamin K, 13 85 + 7,4 


* Mittelwert + mittlerer Fehler (1- o-Grenze) 


Diskussion 

Wihrend in der Vitamin-K,-Reihe das Maximum der Aktivitat bei 
dem in der Natur vorkommenden Vertreter mit einer Seitenkette von 
20 Kohlenstoffatomen liegt, ist in der Vitamin-K,-Reihe das Isoprenologe 
mit einer Seitenkette von 25 Kohlenstoffatomen am wirksamsten, das 
bisher in der Natur nicht aufgefunden worden ist, aber sogar die Akti- 
vitat des Vitamins K, iibertrifft. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB 
auch dieser Vertreter in der Natur vorkommt. Dafiir spricht, daB vom 
Vitamin K, mehrere Formen mit verschiedener Kettenlinge, namlich 
auBer dem erwahnten Vitamin K, mit 30 und 35 Kohlenstoffatomen 
in der Seitenkette Vertreter mit noch langeren Seitenketten aus Bak- 
terien isoliert worden sind*°. 

3 QO. Isler u. K. Doebel, Helv. chim. Acta 37, 225 [1954]. 

4G. A. Snow, Résumé des commun., 2¢ Congr. Intern. de Biochimie, Paris, 


95 [1952}. 
5 H. Noll, J. biol. Chemistry 282,919 [1958]. 
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O. Wiss, F. Weber, R. Riiegg und O. Isler, 


Von besonderem Interesse ist die von Martius mitgeteilte Beob- 
achtung, daB 2-Methyl-naphthochinon-(1.4) im tierischen Organismus in 
ein Vitamin K, mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette umge- 
wandelt werden kann‘®, 


Beschreibung der Versuche 


Drei bis vier Wochen alte Kiiken (weife Leghorn-Rasse) wurden, in Einzel- 
kafigen gehalten, mit folgender V itamin-K-freier “Futtermise hung ernahrt: Erbs- 
mehl (mit Ather extrahiert rt) 10%, Trockenhefe 13,6%, Fischmehl (mit Ather 
extrahiert) 13,6%, Saccharose 60°, Lebertran ,,Vitapan‘‘ (Fa. Siegfried AG, 
Zofingen) 1,4%, Salzmischung nach Kuhn und Wendt? 1,4%. Zusatzlich er- 
hielten die Vitamin-K-Mangelkiiken einmal wéchentlich oral 50 I.E. Vitamin D, 
und 250 y Vitamin E, zusammen in 0,25 ml Arachis6l aufgelést. 

Von je 10 Kiiken, die in Versuch genommen wurden, wurde eines als Kon- 
trolltier mit folgendem Normalfutter ernahrt: Gerste (gebrochen) 30°, Maismehl 
30%, pag ge 10%, Fischmehl 10,59, Trockenmagermilch 10%, Lebertran 
,,Vitapan 1%, Brennesselmehl 3°%, .,Vi-De‘ Kleemehl (Fa. Dr. A. Wander AG, 
Bern) 0,5%, Futterkalk-Schlammkreide 3%, Holzkohle 2%. Zum Normalfutter 
wurden Korner (Hirse, Reis, Weizen), Salat und Spinat beigegeben. 

Nach 4—5 Wochen wurde bei den Vitamin-K-Mangelkiiken die Prothrombin- 
zeit nach der Methode von Dam? bestimmt. War die Prothrombinzeit gréBer als 
180 Sek. (beim Normaltier 50—60Sek.), so wurde den Mangelkiiken das zu priifende 
Praparat, in Arachis6l gelést, per os verabreicht. Als Standard, der bei jedem 
Versuch mitgefiihrt wurde, diente Vitamin K, in einer Dosierung von 56 y/kg 
K6rpergewicht (gelést in 1,7 m/l Arachis6l). 22 Stdn. nach Verabreichung der 
Praparate wurde die Prothrombinzeit bestimmt. 

Die Bestimmung der Wirksamkeit der Testpraparate im Vergleich — 
Vitamin K, erfolgte so, daf in mehreren Versuchen die Konzentration der Test- 
praparate auf molarer Basis so lange variiert wurde, bis die Prothrombinzeit mit 
derjenigen nach Verabreichung der Standardmenge von Vitamin K, iibereinstimmte. 


Zusammenfassung 


Vitamin K, und seine Analogen mit 5, 10, 15, 25 und 30 Kohlen- 
stoffatomen in der Seitenkette sowie die Isoprenologen der Vitamin-K,- 
‘fatomen in der Seitenkette, wurden auf 
ihre biologische Wirksamkeit am Vitamin-K-Mangelkiiken vergleichend 
geprift. Sowohl in der Vitamin-K,- wie auch in der Vitamin-K,-Reihe 
besteht eine deutliche Abhangigkeit der biologischen Aktivitaét von der 
Linge der Seitenkette. In der Vitamin-K,-Reihe liegt das Wirkungs- 
maximum beim natiirlich vorkommenden Vitamin K, mit einer Seiten- 
kette von 20 Kohlenstoffatomen, wiihrend in der Vitamin: K,-Reihe das 
bisher in der Natur nicht aufgefundene Analoge des Vitamins K, mit 
25 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette am wirksamsten ist. Die 
Aktivitat dieses Vitamin-K,-Analogen iibersteigt sogar etwas diejenige 
von Vitamin K,. 





6 C. Martius, Biochem. Z. 327,407 [1956]; Dtsch. med. Wschr., 88, 1701 
[1958]. 

7 R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 780 [1938]. 

8 H. Dam, I. Kruse u. E.Sendergaard, Acta physiol. scand. 22, 238 
[1951 }. 
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Summary 


The biological activity of vitamin K, and its analogs with 5, 10, 15, 
25 and 30 carbon atoms, as well as the isoprenologs of the vitamin K, 
series with 10—35 carbon atoms in the side-chain, has been tested in 
the vitamin K depleted chicken. The biological activity in both the 
vitamin K, and the vitamin K, series is clearly dependent on the length 
of the side-chain. In the vitamin K, series it is the natural form of 
vitamin K, with a side-chain of 20 carbon atoms which shows the 
maximum effectiveness, whereas in the vitamin K, series the maximum 
is found in the vitamin K, analog with 25 carbon atoms in the side- 
chain, which is not yet known in nature. The activity of this vitamin K, 
analog is even higher than that of vitamin K,. 
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Von besonderem Interesse ist die von Martius mitgeteilte Beob- 
achtung, daB 2-Methyl-naphthochinon-(1.4) im tierischen Organismus in 
ein Vitamin K, mit 20 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette umge- 
wandelt werden kann®. 


Beschreibung der Versuche 


Drei bis vier Wochen alte Kiiken (weife Leghorn-Rasse) wurden, in Einzel- 
kafigen gehalten, mit folgender Vitamin-K-freier Futtermischung ernahrt: Erbs- 
mehl (mit Ather extrahiert) 10%, Trockenhefe 13,6%, Fischmehl (mit Ather 
extrahiert) 13,6%, Saccharose 60°, Lebertran ,,Vitapan‘‘ (Fa. Siegfried AG, 
Zofingen) 1,4%, Salzmischung nach Kuhn und Wendt? 1,4%. Zusatzlich er- 
hielten die Vitamin-K-Mangelkiiken einmal woéchentlich oral 50 I.E. Vitamin D, 
und 250 y Vitamin E, zusammen in 0,25 m/ Arachis6l aufgelost. 

Von je 10 Kiiken, die in Versuch genommen wurden, wurde eines als Kon- 
trolltier mit folgendem Normalfutter ernihrt: Gerste (gebrochen) 30%, Maismehl 
30%, Weizenkleie 10%, Fischmehl 10,5°4, Trockenmagermilch 10%, Lebertran 
,,Vitapan 1%, Brennesselmehl 3°%, ,,Vi-De‘‘ Kleemehl (Fa. Dr. A. Wander AG, 
Bern) 0,5%, Futterkalk-Schlammkreide 3%, Holzkohle 2%. Zum Normalfutter 
wurden Korner (Hirse, Reis, Weizen), Salat und Spinat beigegeben. 

Nach 4—5 Wochen wurde bei den Vitamin-K-Mangelkiiken die Prothrombin- 
zeit nach der Methode von Dam! bestimmt. War die Prothrombinzeit gréBer als 
180 Sek. (beim Normaltier 50—60Sek.), so wurde den Mangelkiiken das zu priifende 
Praparat, in Arachis6l gelést, per os verabreicht. Als Standard, der bei jedem 
Versuch mitgefiihrt wurde, diente Vitamin K, in einer Dosierung von 56 y/kg 
Kérpergewicht (gelést in 1,7 m/ Arachisél). 22 Stdn. nach Verabreichung der 
Praparate wurde die Prothrombinzeit bestimmt. 

Die Bestimmung der Wirksamkeit der Testpriparate im Vergleich zum 
Vitamin K, erfolgte so, daB in mehreren Versuchen die Konzentration der Test- 
praparate auf molarer Basis so lange variiert wurde, bis die Prothrombinzeit mit 
derjenigen nach Verabreichung der Standardmenge von Vitamin K, iibereinstimmte. 


Zusammenfassung 


Vitamin K, und seine Analogen mit 5, 10, 15, 25 und 30 Kohlen- 
stoffatomen in der Seitenkette sowie die Isoprenologen der Vitamin-K,- 
Reihe mit 10—35 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette, wurden auf 
ihre biologische Wirksamkeit am Vitamin-K-Mangelkiiken vergleichend 
geprift. Sowohl in der Vitamin-K,- wie auch in der Vitamin-K,-Reihe 
besteht eine deutliche Abhangigkeit der biologischen Aktivitaét von der 
Lange der Seitenkette. In der Vitamin-K,-Reihe liegt das Wirkungs- 
maximum beim natiirlich vorkommenden Vitamin K, mit einer Seiten- 
kette von 20 Kohlenstoffatomen, wihrend in der Vitamin-K,-Reihe das 
bisher in der Natur nicht aufgefundene Analoge des Vitamins K, mit 
25 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette am wirksamsten ist. Die 
Aktivitét dieses Vitamin-K,-Analogen iibersteigt sogar etwas diejenige 
von Vitamin K,. 


6 ©. Martius, Biochem. Z. 327, 407 [1956]; Dtsch. med. Wschr., 88, 1701 
[1958]. 

7 R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 780 [1938]. 

8 H. Dam, I. Kruse u. E.Sendergaard, Acta physiol. scand. 22, 238 
{1951}. 
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Summary 


The biological activity of vitamin K, and its analogs with 5, 10, 15, 
25 and 30 carbon atoms, as well as the isoprenologs of the vitamin K, 
series with 10—35 carbon atoms in the side-chain, has been tested in 
the vitamin K depleted chicken. The biological activity in both the 
vitamin K, and the vitamin K, series is clearly dependent on the length 
of the side-chain. In the vitamin K, series it is the natural form of 
vitamin K, with a side-chain of 20 carbon atoms which shows the 
maximum effectiveness, whereas in the vitamin K, series the maximum 
is found in the vitamin K, analog with 25 carbon atoms in the side- 
chain, which is not yet known in nature. The activity of this vitamin K, 
analog is even higher than that of vitamin K,. 
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Nachweis und Isolierung albuminahnlicher Proteine 
aus Rattenleberzellen 
Von 
P. W. Jungblut, N. Heimburger und F. Turba* 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1958) 


Vom Nachweis eines Proteins, das sich elektrophoretisch und 
immunologisch wie Albumin verhalt, in Leberzellen, dem Bildungsort 
dieses Serum-EiweiBstoffes, ist bereits mehrfach berichtet worden. 
Peters!, dem der Nachweis einer Neubildung von ,,SSerumalbumin* im 
Inkubationsmedium von Leberschnitten mit 4C-markiertem Hydrogen- 
carbonat gelang, konnte dieses Protein, das die gleiche N-terminale 
Aminosiure wie Albumin enthalt, besonders aus den Mikrosomen der 
Leberzellen isolieren. Campbell und Stone? wiesen ein radioaktiv 
markiertes, dem Serumalbumin entsprechendes Protein in Mikrosomen 
von Rattenleberzellen nach Einbau '4C-markierter Aminosduren bei 
in-vitro-Versuchen nach; Campbell, Greengard und Kernot?® er- 
reichten bei Verwendung eines Einbausystems, das aus Lebermikrosomen 
und aminosaure-aktivierenden bzw. -iibertragenden Faktoren aus dem 
Cytoplasma von Leberzellen bestand, die Nettosynthese eines solchen 
Proteins mit allen Merkmalen des Albumins aus Blutserum. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Biosynthese von Eiweib- 
stoffen, insbesondere im Zusammenhang mit Versuchen an der isoliert 
mit Blut durchstr6mten Leber der Ratte (vgl. Miller u. a.*), beschaf- 
tigte uns die Frage nach dem Vorkommen von Proteinen, deren Ab- 
k6mmlingen und eventuellen Vorstufen in Leberzellen mit struktur- 
chemischen Beziehungen zu den in diesem Organ gebildeten und 
aus ihm in den Blutstrom freigesetzten Serumproteinen. Der Nach- 
weis einer solchen Verwandtschaft konnte beim heutigen Stand der 
Kenntnisse von der Struktur dieser Proteine zunachst nur immunche- 
misch gefiihrt werden; als geeignetes Objekt bot sich das Serumalbumin 

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir 2 Stipendien 
(P. Ww. eo N. Heimburger) sowie fiir die Uberlassung einer Sac <i. 

. Peters, J. biol. Chemistry 220, 461 [1953]; 229, 659 [1957]; T. Peters, 
pe ron. Mitte silung. 
2 Pp. N.Campbell u. N. E. Stone, Biochem. J. 66, 19 [1957]. 

3 P.N. Campbell, O. Greengard u. B. A. Kernot, Biochem. J. 68, 18P 
[1958 ]. 

+ F. Turba, A. Leismann u. G. Kleinhenz, Biochem. Z. $29, 97 [1957]. 

° L. L. Miller, C.G. Bly, M. L. Watson u. W. F. Bale, J. exp. Medicine 
94, 431 [1951]. 
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wegen seiner relativ gut definierten Einheitlichkeit, seiner hohen Bil- 
dungsrate und leichten Isolierbarkeit an. Wir berichten nachstehend 
iiber den Nachweis albuminahnlicher Proteine vor allem in Lebermikro- 
somen, ihre Isolierung durch chromatographische und ihre Kennzeich- 
nung durch elektrophoretische und immunologische Methoden. 


Durehfiihrung der Versuche 


a) Substanzen 
Saccharose (reinst), Na-Desoxycholat (reinst), Glycylglycin (reinst), Na- 
Veronal (DAB 6), Veronal (DAB 6), Agar-Agar (pulv.), Essigsaure (p. a.) und 
Ammoniak (p.a.) waren Substanzen der Firma Merck; Aluminiumhydroxydgel 
wurde uns von den Behring-Werken zur Verfiigung gestellt. 


b) Methoden 


Als Versuchstiere dienten mannliche Albinoratten eines Inzuchtstammes 
im Gewicht von 250—300 g. Die Tiere erhielten 12 Stdn. vor der Aufarbeitung 
der Leber kein Futter mehr. Bei einem Teil der Tiere wurden 15—67 Stdn. vor- 
her 1 mi Blut/100 g Koérpergewicht durch Herzpunktion in Evipan-Narkose ent- 
nommen. 

Immunelektrophoretisch reines Rattenserumalbumin wurde entweder 
durch Alkoholfraktionierung nach Cohn® und anschlieBende papierelektrophore- 
tische Reinigung oder durch Chromatographie von dialysiertem Rattenserum am 
Cellulose-Austauscher DEAE-SF* und anschlieBende Abtrennung von Spuren 
B-Globulin in der kontinuierlichen Papierelektrophorese (Spinco, Modell C. P.) ge- 
wonnen. Fiir die Isolierung von y-Globulin verwendeten wir zunachst die Alkohol- 
fallung nach Goldstein und Anderson’, spater die Chromatographie an 
DEAE-SF. 

Zur Gewinnung der cellularen Elemente und des Cytoplasmas wurde 
die Leber in Athernarkose mit kalter 0,25m Saccharoselésung unter einem Per- 
fusionsdruck von etwa 12 Torr von der Pfortader aus blutleer gespiilt. Nach grober 
Zerkleinerung mit der Schere wurden bei 0° 3 Vol. 0,25m Saccharoselésung zu- 
gegeben und das Gewebe in einem Homogenisator nach Potter-Elvehjem mit 
Plexiglasstempel homogenisiert. Alle folgenden Arbeitsginge erfelgten gleichfalls 
bei 0°. Aus dem Homogenat wurden Mitochondrien, Mikrosomen und Cytoplasma 
durch Differentialzentrifugieren in der Ultrazentrifuge (Spinco) abgetrennt 
(Kerne: 10 Min. bei 680 x g; Mitochondrien: 10 Min. bei 19600 x g, dann 
2mal bei gleicher Geschwindigkeit und Zeit mit 0.25m Saccharoselésung gewaschen; 
Mikrosomen: aus dem ersten Mitochondrieniiberstand durch 45 Min. dauerndes 
Zentrifugieren bei 105000 xg; Cytoplasma: Uberstand des Mikrosomen- 
Zentrifugats). 

Mitochondrien und Mikrosomen wurden mit Na-Desoxycholatlésung extra- 
hiert; dazu wurde das jeweilige Sediment nach sauberem Auswischen der 
Rohrchenwandung mit Filterpapier mit einer 5proz. Lésung von Na-Desoxycholat 
in 0.2m Gycylglycin-Puffer, pH8,0, im Zentrifugenréhrchen homogenisiert und 
die homogene Suspe nsion mit Eiswasser aufgefiillt. Die verwendeten Volumina 
der Desoxycholatlésung wurden auf das urspriingliche Volumen des kernfreien 
Homogenats berechnet: Auf 1 m/ Homogenat wurden 0,1 ml Na-Desoxycholat- 
lésung * verwandt. Die in Desoxy cholat unléslic hen Mitochondrien- und Mikrosomen- 
anteile sedimentierten in 2 Stdn. bei 105000 » Die Uberstande der Extraktion 
wurden nach dem Zentrifugieren vorsichtig et ‘hebert, ebenso wie das Cyto- 


KE. J. Cohn et al., J. Amer. chem. “ge 68, 459 [1946]; 72. 465 [1950]. 
7 EK. A. Peterson u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 78, 756 [1956]. 
8 J. Goldstein u. J. W. Anderson, J. biol. Chemistry 224, 775 [1957]. 
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plasma 2mal 12 Stdn. lang gegen je 10 ml Wasser bei + 2° dialysiert und die 
Innenfliissigkeit anschlieBend lyophilisiert: Alle Versuche wurden mit dem so 
gewonnenen Material durchgefiihrt. Um eine méglichst geringe Streuung der Werte 
zu erreichen, vor allem bei Versuchen nach vorausgegangener Blutentnahme, ver- 
einigten wir jeweils das Organmaterial von 3—4 Tieren, die unter gleichen Be- 
dingungen gehalten worden waren: Alle mitgeteilten Befunde entsprechen daher 
Mittelwerten. Es wurden 15 unbehandelte Tiere und 45 Tiere nach vorangegan- 
gener Blutentnahme verwendet. 

Die Papierelektrophorese erfolgte in der Anordnung von Turba und 
Enenkel® auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b unter Verwendung von 0,1m 
Na-Veronal/HCl-Puffer, p#8,6, bei 4 V/cm und einer Versuchszeit von 12—14 Stdn. 

Fir die freie Elektrophorese wurden die Lyophilisate zu 0,5% in 0,1m 
Na-Veronal/HCl-Puffer, p#8,6, gelést und die Lésung 4mal je 5 Stdn. gegen diesen 
Puffer dialysiert. Die Versuche wurden bei + 2° in 2 ml Mikrozellen mit dem Ge- 
rat der Firma Perkin Elmer bzw. dem Modell H der Firma Beckman durchgefiihrt. 

Antiseren von Kaninchen gegen reines Rattenserumalbumin erhielten 
wir nach 4 Wochen dauernden Immunisierungsperioden mit steigenden Antigen- 
mengen von 1—6 mg. Injiziert wurden 3mal wéchentlich jeweils !/; der Dosis 
intravends (i.v.), 1/3 intramuscular (i.m.) und !/,; subcutan (s.c.). Fiir die i.m.- und 
s.c.-Injektion wurde das Antigen an Aluminiumhydroxydgel adsorbiert. 10 Tage 
nach der letzten Injektion wurden pro Tier 20—40 m/ Blut durch Herzpunktion 
entnommen, das Serum abgetrennt und bei + 2° bis zum immunologischen Test 
aufbewahrt bzw. sofort zur Abtrennung der y-Globulinfraktion verwendet. 

Die Anordnung der Immunelektrophorese entsprach der von Grabar 
und Williams?® in der Modifikation nach Scheidegger". Wir benutzten lproz. 
Calcium-freien, filtrierten Merck-Agar in 0,05m Michaelis-Puffer, py 8,2, mit einem 
Natrium-azid-Zusatz von 0,02%. Die Dauer der Elektrophorese betrug 1 Stde. 
bei 40 V an den Enden der Objekttrager. 

Fir die praparativeAnreicherung vonalbuminartigenSubstanzen 
aus Mikrosomen trennten wir den Desoxycholatextrakt am Cellulose-Austauscher 
DEAE-SF chromatographisch durch Gradientenelution mit Ammoniumacetat- 
Puffern (Einzelheiten s. Legende zu Abb. 5). 

Die Extinktion der einzelnen Fraktionen wurde bei 260 und 280 my ge- 
messen. AuBerdem charakterisierten wir die gewonnenen Fraktionen papier- 
elektrophoretisch. 

Die immunologische Auswertung der chromatographischen Fraktionen 
auf antigene Wirkung gegen Albuminantikérper erfolgte mit der Agar-Gel-Dif- 
fusionsmethode nach Ouchterlony ™ bzw. der ,,rapid-plate-method** nach Hay - 
ward und Augustin!*. Dazu wurden Antiserum und Iproz. Agarlésung von 56° 
im Verhaltnis 1:3 gemischt und in einer etwa 3 mm hohen Schicht in eine Petri- 
schale ausgegossen. Nach dem Gelieren der Agar-Antiserumlésung wurden im 
Abstand von 15 mm Lécher von 2 mm Durchmesser zur Aufnahme der auf ihre 
antigene Wirkung zu testenden Lésungen ausgestanzt. Da Komplexe aus 
Kaninchenantikérper und Antigen im Uberschu8 antigenléslich sind, ist der 
Durchmesser des um die Aufgabestelle des Antigens entstehenden kreisformigen 
Fallungshofes von der Antigenmenge abhangig; mit bekannten Antigenmengen 
laBt sich eine Eichkurve darstellen (Abb.1), aus der die Antigenkonzentrationen 
von unbekannten Lésungen abzulesen sind. Voraussetzung fiir die Erreichung 


® F. Turba u. H. J. Enenkel, Naturwissenschaften 37, 93 [1950]. 

10 P.Grabar u. C. A. Williams, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
17, 67 [1955]. 

1 J.J. Scheidegger, Intern. Arch. Allergy appl. Immunol. 7, 103 [1955]. 

12 (), Ouchterlony, Acta pathol. microbiol. scand. 82, 231 [1953]. 

13 B. J. Hayward u. R. Augustin, Intern. Arch. Allergy appl. Immunol. 
11, 192 [1957]. 
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absoluter Werte ist dabei eine méglichst gleiche Diffusionsgeschwindigkeit von 
bekanntem und unbekanntem Antigen; bei der Auswertung der antigenen Wirk- 
samkeit der chromatographisch gewonnenen Einzelfraktionen waren aber schon 
relative Werte ausreichend. 
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S | Abb. 1. Eichkurve zur quantita- 
Ss 5 t 1 tiven Antigenbestimmung mit der 
= | ,,rapid-plate-method* nach Hay- 
| ward und Augustin. 
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Ergebnisse 
a) Verhalten bei der Papierelektrophorese 
Abb. 2 zeigt die Ergebnisse der papierelektrophoretischen Trennung 
von Cytoplasma und Desoxycholatextrakten aus Mitochondrien und 
Mikrosomen im Vergleich zu Ratten-Gesamtserum (a). 
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Abb. 2. Papierelektropherogramme von a) Rattenserum (10 mm’), b) Cytoplasma 

aus Rattenleberzellen, c) Desoxycholatextrakt aus Rattenlebermitochondrien, 

d) Desoxycholatextrakt aus Rattenlebermikrosomen. Auftrag bei b), ¢) und d) 
je 10 mm? einer 14proz. Losung des Lyophilisats. 


Wihrend in den Versuchen mit Cytoplasma (b) nach Anfarbung 
nur 4 langsam wandernde Komponenten nachweisbar waren, zeigten die 
Desoxycholatextrakte aus Mitochondrien (c) und Mikrosomen (d) auch 
schneller wandernde Komponenten, von denen die starkste (besonders 
ausgeprigt beim Mikrosomenextrakt) hinsichtlich der Wanderungs- 
strecke Albumin weitgehend entspricht. 
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Der Mitochondrienextrakt enthielt (auBer der dahnlich wie 
Albumin wandernden Komponente) noch eine weitere, deren Beweg- 
lichkeit jener von #-Globulin ahnelte, sowie cine dritte, angedeutete 
Zone in der Gegend der y-Globuline. Im Mikrosomenextrakt war in der 
Papierelektrophorese eine Vielzahl von Komponenten zu erkennen, und 
zwar 2 ,,Prialbumine“, ,,Albumin‘ (etwa 60% des Gesamtgemisches), 
wenig einer ,,x,- und ,,«,‘-, etwa 16—18% einer ,,B‘‘-, sowie eine 
»y‘- und eine ,,6““-Komponerite, die nicht immer deutlich voneinander 
getrennt waren*. 


b) Verhalten in der freien Elektrophorese 


Bei Untersuchung der Desoxycholatextrakte aus Mikrosomen in 
der freien Elektrophorese konnten wir wegen des hohen Lipidgehaltes 
der Lésungen nur mit Konzentrationen bis zu 0,5% Gewicht an Lyo- 
philisat/Volumen arbeiten. Lésungen hoherer Konzentration entmischten 
sich wahrend der Dialyse und fiihrten zur Ausflockung betrachtlicher 
Substanzmengen. In 0,5proz. Losungen konnten wir in der freien Elektro- 
phorese nur 2 Komponenten beobachten (Abb. 3); alle anderen papier- 
elektrophoretisch abtrennbaren Komponenten lagen offenbar unter der 
Nachweisgrenze. Die Beweglichkeit der schnelleren Komponente_ be- 
trug 6,6 x LO-5 V/em?, die der langsameren 
5,2 x 10-5 V/em?. Fir Rattenserumalbumin 
und «,-Globulin erhielten wir Werte von 
6,5 x 10-® baw. 5,5 x 10-5 V/em?. Wahrend 
in Mikrosomenextrakten von normalen Rat- 
ten die Konzentration der langsameren Kom- 
ponente stets gréBer war als die der schnel- 
leren (b), beobachteten wir bei der Trennung 
von Mikrosomenextrakten von Ratten 30 bis 
67 Stdn. nach AderlaB (von 1 ml Blut/60 g 
Koérpergewicht) eine deutliche Zunahme der 
schnelleren Komponente (c). 


a) 


b) 


Abb. 3. Freie Elektrophorese: a) Rattenserum- 
albumin, b) Desoxycholatextrakt aus Lebermikro- 
somen normaler Ratten, c) Desoxycholatextrakt 
aus Lebermikrosomen von Ratten 40 Stdn. nach 
Entnahme von | ml Blut/60 g Korpergewicht. 
0,5proz. Lésungen der Lyophilisate. 


c) 





aufsteigend —» 

* Die Nomenklatur ,,x*‘-, ,,6°‘-Komponente usw. bezieht sich ausschlieBlich 
auf die Analogie der elektrophoretischen Beweglichkeiten zu den Serumkompo- 
nenten im Papier-Elektropherogramm, nicht auf eine chemische oder physika- 
lisch-chemische Verwandtschaft. 
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c) Immunologische Versuche 


Zugabe von Rattenalbumin-Antiserum vom Kaninchen zu Des- 
oxycholatextrakt aus Rattenlebermikrosomen fiihrte schon nach wenigen 
Minuten zu einer deutlichen Triibung. Nach einstiindiger Inkubation 
bei 37° entstand ein deutlicher Niederschlag. Nach der Inkubation von 
Mikrosomenextrakt mit der reinen y-Globulin-Fraktion aus Antialbu- 
minserum war bei der freien Elektrophorese des Uberstandes die in ihrer 
Beweglichkeit mit Albumin vergleichbare Komponente nicht mehr nach- 
zuweisen, wahrend die Konzentration der 2. Komponente (s. 0.) nur 
wenig verandert war. 

Zur Charakterisierung der gegen Albuminantik6érper antigen wirk- 
samen Substanzen untersuchten wir zundchst den Desoxycholatextrakt 
aus Mikrosomen, spiter auch den Mitochondrienextrakt und das Cyto- 
plasma nach der Methode der Immunelektrophorese (Abb. 4). 


Abb. 4. Immunelektropherogramme: a, Cyto- 
plasma 2mm (14proz. Lésung), b, Mito- 
chondrien-Desoxycholatextrakt 2 mm? (14- 
proz. Lésung), c, Mikrosomen-Desoxycholat- 
extrakt 2 mm® (14proz. Lésung), a,, b, und 
c, je 2 mm® Rattenserum als Vergleich. Dif- 
fusion der getrennten Substanzen gegen reines = 

Albuminantiserum von Kaninchen. 1 | 

c 4 











In Mikrosomenextrakten (vor allem von Ratten, bei denen die Blut- 
eiweiBsynthese durch vorangegangenen AderlaB gesteigert war) lieBen 
sich mindestens 3 antigen wirksame Substanzen nachweisen. Die deut- 
lichste Fallungszone gab ein Protein, das im Agargel elektrophoretisch 
vergleichbar mit Albumin wanderte. Eine 2. antigen wirksame Kom- 
ponente wanderte schneller anodisch als Albumin. Im Bereich cer 
$-Globuline des Agargel-Elektropherogramms entstanden 2 Fallungs- 
zonen, von denen wir zunachst annahmen, da sie durch die selbe 
antigene Substanz verursacht waren. Nach der Fraktionierung von 
Mikrosomenextrakt an DEAE-SF (s. u.) zeigte es sich jedoch, daB beicen 
, $-Fallungszonen“ je eine antigene Substanz zugrunde lag, die sich in 
ihrer Diffusionsgeschwindigkeit unterscheiden. In Mitochondrienextrak- 
ten von Ratten ohne vorangegangenen AderlaB wurde selbst bei Kon- 
zentrationen von 14% keine antigene Substanz mit Albuminbeweglich- 
keit in der Immunelektrophorese nachgewiesen. Es entstand aber eine 
schwache Faillungszone im Bereich der £-Globuline, vergleichbar mit 
der langsam diffundierenden ,,-Komponente aus Mikrosomenextrakt. 
Cytoplasma enthielt in geringerer Konzentration als Mikrosomenextrakt 
zwei antigene Substanzen, die Albumin- bzw. $-Globulin-Beweglichkeit 
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hatten. Die wie /-Globulin wandernde antigene Substanz entsprach 
ebenfalls in ihrer Diffusionsgeschwindigkeit der langsam diffundierenden 
,,-Komponente“ aus Mikrosomenextrakt. 


d) Versuche zur chromatographischen Trennung der albumin- 
ahnlichen Substanzen aus Rattenlebermikrosomen-Extrakt 


Abb. 5 zeigt eine chromatographische Trennung von Mikrosomen- 
extrakt am Austauscher DEAE-SF. Die Extinktionen der einzelnen 
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Abb. 5. Chromatographie von Mikrosomenextrakt an DEAE-SF. Ammonium- 

acetat-Puffergradienten: I = 0,005m, pu7,0; IL = 0,02m, pH5,9; Il = 0,05m, 

pu5,0; IV = 0,07m, pux4,4; V = wie LV, mit Ameisensaure auf py3,3. Darunter 

sind die bei nachfolgender papierelektrophoretischer (a) bzw. immunelektrophore- 
tischer Analyse (b) bestimmten Fraktionen angegeben. 


Fraktionen bei 260 und 280 my, sowie die antigene Wirksamkeit gegen- 
iiber Anti-Albumin sind dargestellt. Man erkennt die Abtrennung von 3 
gegen Albuminantikérper wirksamen Substanzen. Diese Substanzen ver- 
hielten sich in der anschlieBenden Immunelektrophorese wie /-Globulin 
(schnelldiffundierend, A, s. 0.), $-Globulin (langsam diffundierend, B) 
und Albumin (C) (Abb. 6). Die in der Immunelektrophorese schneller 


T 


Abb. 6. Immunelektrophoretische Analyse der 
nach Abb. 5 an DEAE-SF abgetrennten Frak- 
tionen aus Mikrosomenextrakt mit antigener 
Wirkung gegen Albuminantikérper. a, Frak- 
tion 80 = schnelldiffundierende —,,6-Kompo- 
Ee { nente (A), b, Fraktion 112 = langsam 
: : : diffundierende ,,f-Komponente* (B), c, Frak- 
] c tion 197 = ,,Albuminkomponente“ (C). a,, b, 
_| o—— —— {4 und c, je 2mm? Rattenserum als Vergleich. 

oo Diffusion der antigenen Substanzen gegen 
Albuminantiserum von Kaninchen. 
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als Albumin wandernde antigene Substanz aus Mikrosomenextrakt lieB 
sich hier nicht nachweisen. In der Papierelektrophorese lag die Kom- 
ponente A im ,,j-Globulin‘*-Bereich; die Komponente B enthielt auBer 
einem papierelektrophoretisch nachweisbaren Protein im ,,/-Globulin’- 
Bereich eine schneller anodisch wandernde Substanz; die Komponente C 
wanderte papierelektrophoretisch etwa wie Albumin. Die ersten beiden 
aus der Saule eluierten Gipfel waren nicht antigen wirksam; dabei zeigte 
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Abb. 7. Chromatographie von Rattenserum an DEAE-SF. Puffergradienten wie 
in Abb. 5. Unten sind die bei nachfolgender papierelektrophoretischer Analyse 
bestimmten Fraktionen angegeben. 


der erste das papierelektrophoretische Verhalten von y-Globulin; die 
zweite Fraktion besteht nach unseren bisherigen Untersuchungen vor- 
wiegend aus Ribonucleinsaure, die aktivierte Aminoséuren enthalt; 
nach Anregung der Proteinsynthese durch AderlaB war die Konzen- 
tration dieser Komponente relativ erhdht. 

Als Kontrolle fiir die chromatographische Trennung der antigen 
wirksamen Substanzen aus Mikrosomenextrakt an DEAE-SF unter- 
suchten wir Rattenserum nach den gleichen Methoden (Abb. 7). Samt- 
liche antigen wirksamen Fraktionen aus dieser Trennung konnten 
papierelektrophoretisch und immunelektrophoretisch als Albumin iden- 
tifiziert werden. Eine Ubereinstimmung der aus Mikrosomenextrakt 
isolierten, immunologisch wie Albumin reagierenden Substanzen mit 
den Albuminfraktionen aus Serum war ausschlieBlich bei der Fraktion C 
festzustellen. 

Diskussion 


Durch die Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen" ist heute ein 
Teil der biochemischen Reaktionen bei der Proteinsynthese aufgeklart. 
Die Aminosadureaktivierung unter Mitwirkung cytoplasmatischer Fer- 





4M. B. Hoagland, E. B. Keller u. P. C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 
218, 345 [1956]; J. A. de Moss u. G. D. Novelli, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 18, 592 [1955]; J. A. de Moss. S.M. Genuth u. G. D. Novelli, 
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mente und die Ubertragung der aktivierten Aminosaiuren auf den 
wesentlichsten Ort der Proteinsynthese, die Mikrosomen, durch Ver- 
mittlung einer niedrigmolekularen Ribonucleinsaiurefraktion, sowie die 
dabei beteiligten Faktoren und die Art der auftretenden Zwischen- 
produkte sind weitgehend bekannt. Wenig Gesichertes weiB man da- 
gegen tiber den weiteren Verlauf der Proteinsynthese, namlich tiber die 
Bildung von Polypeptidketten, deren Faltung und die Freisetzung der 
gebildeten Proteine. Vielfach wird die Beteiligung einer Ribonuclein- 
siure-Matrix in den Mikrosomen als Pragungsstelle der spezifischen 
Aminosiuresequenz angenommen'®. Untersuchungen zu diesem Teil der 
EiweiBsynthese miissen notwendig ein definiertes Protein zum Objekt 
haben. Wir wahlten, aus den in der Einleitung genannten Griinden, fiir 
unsere Untersuchungen das Rattenserumalbumin. 

Der Nachweis von 4 durch elektrophoretische und chromato- 
graphische Methoden unterscheidbaren Proteinen von gleichem immu- 
nologischen Verhalten, nimlich einer antigenen Wirkung gegen reinen 
Albuminantikérper, wirft die Frage nach den Beziehungen dieser Kom- 
ponenten aus Desoxycholatextrakten aus Lebermikrosomen zu Serum- 
albumin auf. Bei der hohen Spezifitét immunologischer Reaktionen 
steht fest, daB diese albuminaihnlichen Stoffe wesentliche Teile der 
chemischen Struktur (Aminosduresequenz, Faltung der Peptidkette) 
ihrer Molekiiloberfliche mit dem Serumalbumin des Versuchstieres 
(Ratte) gemeinsam haben miissen; die Prazipitin-Reaktion laBt auf 
das Molekulargewicht echter Proteine schlieBen. 

Zur Deutung dieser Befunde sind folgende Méglichkeiten zu dis- 
kutieren: 

a) Es handelt sich in allen Fallen um dasselbe Albumin, dessen 
Molekiil verschiedene, eventuell nicht eiweiBartige Reste gebunden 
enthailt; diese kénnten entweder bereits in nativem Zustand in den 
Mikrosomen in dieser Bindung vorgelegen haben oder als Artefakte im 
Verlauf der Aufarbeitung entstanden sein. 

b) Die elektrophoretisch und chromatographisch unterschiedlichen, 
im immunologischen Verhalten identischen Proteine sind dem homo- 
logen Serumalbumin in bestimmten antigenen Bereichen strukturell 
verwandt, aber in anderen Bezirken des Molekiils z. B. in der Amino- 
siurenzusammensetzung, der Sequenz, der Kettenfaltung oder der 
Molekiilgré6Be von ihm verschieden. 

DaB Serumalbumin bevorzugt die verschiedensten niedrigmoleku- 
laren Verbindungen, vor allem Anionen, zu binden vermag, ist seit 





Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 325 [1956]; P. Berg u. G. Newton, J. biol Che- 
mistry 222, 1025 [1956]; F. Lipmann, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 67 [1958]. 

15 P, Siekevitz, J. biol. Chemistry 195, 549 [1952]; H. Chantrenne, Sym- 
pos. Soc. gen. Microbiol., Nature of Virus Multiplication (1953) 1—15; Nature 
[London] 177, 579 [1956]; vgl. auch Annu. Rev. Biochem. 27, 35 [1958]; D. M. 
Ziegler u. J. B. Melchior, J. biol. Chemistry 222, 731 [1956]; J. W. Little- 
field u. E. B. Keller, J. biol. Chemistry 224, 13 [1957]. 
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langem bekannt. Klotz!® hat fiir diese Eigenschaft den relativ nied- 
rigen Gehalt an Hydroxyaminosaiuren verantwortlich gemacht; ihre 
Zahl (128 aliphat. OH-Gruppen/100000 g des Proteins) geniigt nam- 
lich nicht, um die Summe der kationischen und anionischen Gruppen 
(133 C00®, 145 NH,°-Gruppen) unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken 
zu einer starren Molekiilstruktur zu vernetzen. Die Folge ist eine hohe 
Konfigurations-Adaptationsfahigkeit, die sich in einer groBen Bindungs- 
tencenz fiir kationische und besonders anionische Reste (Fettséuren, 
Farbstoffe, Netzmittel usw.) aduBert. Trotzdem ist das Vorliegen von 
Artefakten ahnlicher Art in unseren Versuchen von der Aufarbeitung 
her auBerst unwahrscheinlich; denn die isolierten albuminverwandten 
Proteine behalten ihre Eigenschaften wahrend der verschiedenen auf- 
einanderfolgenden Trennungs- und Reinigungsprozeduren (Chromato- 
graphie, Elektrophorese) unveradndert bei. Auch wurden Versuchs- 
bedingungen, unter denen reines Serumalbumin in Gegenwart stark 
bindender Anionen Heterogenitaét zeigt!®, naimlich extrem niedrige 
Tonenstairken und niedrige pu-Werte, vermieden. Die Konstanz cer 
Versuchsergebnisse und die charakteristische relative Vermehrung 
zweier Komponenten (des ,,Praéalbumins* und der schnelldiffancierenden 
,,p-Komponente“ der Immunelektrophorese) bei gesteigerter Serum- 
protein-Synthese nach AderlaB, sprechen ebenfalls entschieden gegen 
die unspezifische Bindung von nichteiweiBartigen Substanzen durch das 
Albumin im Gang der Aufarbeitung. 

Peters! hatte in Versuchen an Leberschnitten beim Einbau von 
MC aus markiertem Hydrogencarbonat in Albumin eine Anlauf-Periode 
(vgl. auch |. c.*) beobachtet, bevor genau gleichzeitig die physikalisch- 
chemischen und die immunologischen Eigenschaften des Albumins fest- 
stellbar wurden. Unterbrach man das Einbauexperiment nach 60 Min. 
und tauschte das Inkubationsmedium gegen ein solches ohne markiertes 
Hydrogencarbonat aus, so wurde dennoch in der folgenden 60-Min.- 
Periode weiteres markiertes Albumin aus einem Vorlaufer gebildet. 
Spater konnte Peters zeigen, daB der gréBte Teil der Anlaufperiode 
durch die Freisetzung des Albumins beansprucht wird. Bereits 3 Min. 
nach Beginn der Inkubation lieB sich namlich radioaktiv markiertes 
, Albumin mit Desoxycholat aus den Mikrosomen extrahieren, das die 
gleiche N-terminale Aminosiure enthielt wie Serumalbumin. Zumindest 
ein Teil des Vorliufers des nach 20 Min. freigesetzten ,.Albumins* war 
also von der 3. Min. nach Beginn der Inkubation gebuncenes ,.Albumin™. 
Desoxycholat, das sich zur Ablésung z. B. von strukturgebundenen 
Fermenten in zahlreichen Fallen bewahrt hat, bringt offenbar — wie 
unsere Versuche ergaben — aus Lebermikrosomen neben freiem Serum- 
albumin auch gebundene Vorstufen in Lésung; als Bindungspartner 
kommen vor allem Ribonucleinsiure und deren Abkémmlinge, sowie 

16 1. M. Klotz in H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, Bd. I B, 8. 
u. zw. 788, Academic Press, New York 1954. 
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Lipide in Betracht. DaB in friiheren Versuchen aus Mikrosomen??, in 
geringerem MaB auch aus Mitochondrien und Cytoplasma! nur ,,Albu- 
min* selbst isoliert werden konnte, mag vor allem beim ersten Versuchs- 
objekt an der geringeren Proteinkonzentration der dort untersuchten 
Desoxycholatextrakte liegen; auch sind zumindest 2 der insgesamt 4 
hier beschriebenen albuminahnlichen Proteine nur bei gesteigerter 
Proteinsynthese deutlich erkennbar. 

Es liegt nahe, die immunologisch dem Serumalbumin entsprechen- 
den, besonders in ihrer Nettoladung aber unterschiedlichen Proteine aus 
Mikrosomen als gebundene, durch Desoxycholat léslich gemachte Vor- 
stufen der Freisetzung des Albumins zu betrachten, die neben den an- 
tigen wirksamen Molekiilstrukturen noch rudimentiare kationische bzw. 
anionische Briickenreste zur unldslichen Struktur enthalten, welche das 
chromatographische und elektrophoretische Verhalten gegeniiber dem 
des Serumalbumins modifizieren. Jedoch ist vorerst die Méglichkeit 
nicht auszuschlieBen, daB es sich bei einem oder auch bei mehreren 
dieser Proteine um unfertige Serumalbumine handelt, deren Menge bei 
gesteigerter Proteinsynthese erhéht gefunden wird. Die zur Zeit am 
besten begriindete Hypothese der Sequenzbildung!’, wonach die akti- 
vierten Aminoséuren durch eine regulare Enzymreaktion auf spezifische 
Oligonucleotide iibertragen werden und diese ihrerseits durch eine 
Ribonucleinsaure-Matrix (z. B. durch Bildung von Wasserstoffbriicken 
mit den komplementaren Sequenzen der Nucleinsdure) die Aminosdéuren 
in der spezifischen Sequenz zur nachfolgenden Kondensation aufreihen 
sollten, widerspricht dieser letzteren Deutungsmdéglichkeit der experi- 
mentellen Befunde nicht. Aus dem gleichen Grund verdient die Amino- 
siuren enthaltende Ribonucleinsiurefraktion (2. Gipfel der Eluatkurve 
der Ionenaustauschchromatographie) besondere Beachtung. 

Wir versuchen zur Zeit durch Einbau !@C-markierter Aminosaéuren 
in die beschriebenen Mikrosomenfraktionen in der mit Blut. isoliert 
durchstrémten Leber ihre biochemische Funktion zu kléren; daneben 
bemtihen wir uns um eine weitere chemische Charakterisierung der 
albuminahnlichen EiweiBstoffe, deren praparative Darstellung vor 
allem durch die beschriebene Siulenchromatographie zugianglich ge- 
worden ist. 





, Zusammenfassung 


Mittels elektrophoretischer, immunologischer und chromatogra- 
phischer Verfahren konnten im Desoxycholatextrakt von Rattenleber- 
mikrosomen 4 Proteine nachgewiesen werden, denen antigene Wirkung 
gegen reinen Albuminantikérper gemeinsam ist. Nur eine von diesen 
Komponenten hat die gleichen Eigenschaften wie Albumin in der Papier- 
elektrophorese, in der freien Elektrophorese, in der Immunelektrophorese 
und in der Chromatographie am Cellulose-Austauscher DEAE-SF, 


17 F. Crick, Soc. exp. Biol. Symp. [1958], im Druck. 
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wahrend die anderen mit Ausnahme der antigenen Wirkung ein von 
Albumin abweichendes Verhalten zeigen. Die Natur der serumalbumin- 
ahnlichen Substanzen aus Rattenlebermikrosomen und ihre mégliche 
Bedeutung fiir die Albumin-Bildung und Freisetzung werden diskutiert. 


Summary 


By electrophoretic, immunological and chromatographic methods 
it was possible to show the presence of four proteins (all with antigenic 
properties against pure albumin antibody) in a deoxycholate extract of 
rat liver microsomes. Only one of these components has the same 
properties as albumin in paper electrophoresis, free electrophoresis, 
immuno-electrophoresis and chromatography on the cellulose ion- 
exchanger DEAE-SF. The others, with the exception of the antigenic 
action, show a different behaviour from that of albumin. The nature 
of the serum albumin-similar compounds from rat liver microsomes 
and their possible meaning for the formation and liberation of albumin 
are discussed. 


18* 
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Untersuchungen zur Biosynthese der Proteine, I 


Uber den Einbau “C-markierter Aminosaiuren 
ins Protein zellfreier Nucleoproteid-Enzym-Systeme 
aus Escherichia coli B. 

Von 
D. Schachtschabel und W. Zillig 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1958) 


Seit den grundlegenden Arbeiten von Zamecnik und Mitarbei- 
tern!-3 sind zahlreiche in-vitro-Systeme beschrieben worden, in denen 
radioaktiv markierte Aminosauren ins Protein Ribonucleinséure(RNS*)- 
haltiger Partikel eingebaut werden*®. Die Einzelschritte dieses Vorgan- 
ges sind teilweise bekannt ®°. 

Komplette, fraktionierbare Einbausysteme wurden aus Warm- 
bliiterzellen, aus pflanzlichem Material und aus Hefe isoliert!~°. Die 
wesentlich komplexeren Bakterien-Protoplasten und ,,broken cell pre- 
parations“, an denen u.a. Spiegelmann, Gale und Folkes sowie 
Nissman den Einbau studierten®°*, kénnen als noch weitgehend 
funktionstiichtige Zellen mit durchlissiger bzw. teilweise zerstorter 
Membran angesehen werden. 


* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: RNS = Ribonucleinsaure, 
DNS = Desoxyribonucleinsiure, NS = Nucleinsiure, NP = Nucleoproteid, RNP 
= Ribonucleoproteid, DNP = Desoxyribonucleoproteid, L-RNS = lésliche RNS, 
RNase = Ribonuclease. 

1 P. C. Zamecnik u. E. B. Keller, J. biol. Chemistry 209, 337 [1954]; 
J. W. Littlefield u. E. B. Keller, J. biol. Chemistry 224, 13 [1957]. 

2 J. W. Littlefield, E. B. Keller, J. Gross u. P. C. Zamecnik, J. biol. 
Chemistry 217, 111 [1955]. 

3 FE. B. Keller u. P.C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 221, 45 [1956]. 

4G.C. Webster, J. biol. Chemistry 229, 535 [1957]; V.G. Allfrey, A. E. 
Mirsky u.S. Osawa, J. gen. Physiol. 40, 451 [1957]; M. V. Simpson, H. M. Ba- 
tes u. V. M. Craddock, Fed. Proc. 17, 1232 [1958]. 

5 E. F. Gale u. J. P. Folkes, Biochem. J. 59, 661, 675 [1955]. 

6 M. B. Hoagland, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 288 [1955]; 
M. B. Hoagland, E. B. Keller u. P.C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 218, 345 
[1956]; P. Berg, J. biol. Chemistry 222, 1025 [1956]; M. B. Hoagland, M. L. 
Stephenson, J. F.Scott, L. J. Hecht u. P.C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 
231, 241 [1958]; R. W. Holley, J. Amer. chem. Soc. 79, 658 [1957]; R. Schweet, 
E. Glassman u. E. Allen, Fed. Proc. 17, 307 [1958]; L.S. Hecht, M. C. Ste- 
phenson u. P. C. Zameenik, Fed. Proc. 17, 239 [1958]. 

7 J. A. de Moss u. G. D. Novelli, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 325 [1956]. 

8 P. Berg u. E. J. Ofengand, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 78 [1958]. 

9 §. Spiegelmann, The Chemical Basis of Heredity, Ed. McElroy and 
Glass, John Hopkins Press, Baltimore 1957; E. F. Gale u. J. P. Folkes, Nature 
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Obgleich Bakterien wegen ihres schnellen Wachstums besonders 
leistungsfahige Proteinsynthese-Systeme enthalten sollten, wurden an 
zellfreien Bakterienextrakten nur Teilreaktionen, wie die Aktivierung 
der Aminosauren 71°11 und die Rolle der léslichen RNS als Aminoacy]l- 
Akzeptor® naher untersucht. Das ist offenbar auf das Fehlen eines 
sauberen, konventionellen Homogenisierungsverfahrens zuriickzufiihren, 
das unerwiinschte Veranderungen der freigesetzten Strukturen aus- 
schlieBt. 

Zur Gewinnung von Bakterienhomogenaten verwendeten wir einen 
in Weiterentwicklung eines bekannten Prinzips konstruierten Vibra- 
tions-Homogenisator, der den mechanischen Aufschlu8 relativ groBer 
Mengen von Zellsuspensionen unter kontrollierten, milden Bedingungen 
ermoglicht !* 13, 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Isolierung, Charakteri- 
sierung und Fraktionierung zweier zellfreier Systeme aus Homogenaten 
von Escherichia coli B. berichtet, die den Einbau radioaktiv markierter 
Aminosauren ins Protein NS-haltiger Strukturen katalysieren und még- 
licherweise an der Proteinbiosynthese beteiligt sind. Eine kurze Mit- 
teilung tiber die vorliegenden Ergebnisse wurde bereits ver6ffentlicht \*. 


Material und Methoden 


a) Escherichia coli B.: Die Bakterien wurden in Nahrbouillon unter Beliif- 
tung bei 37° geziichtet, gegen Ende der logarithmischen Wachstumsphase abzen- 
trifugiert, zweimal mit Puffer (s. u.) gewaschen und bei 0° als Sediment bis zur 
Verwendung aufbewahrt. 

b) Homogenisieren: Das Bakteriensediment wurde in 2 Vol. Puffer 
(0,035m Na,HPO,, 0,004m MgCl,, 0,025m KCl, pH6,9) suspendiert. 1 Vol. dieser 
Suspension wurde mit 1,5 Vol. (trocken abgemessen) Glasperlen vom (7 0,1 mm 
in einem Vibrationshomogenisator}® bei 3500 U/Min. und 5° 15 Min. lang homo- 
genisiert. Das Homogenat wurde durch scharfes Absaugen auf einer Glasfilter- 
nutsche (G 2 von Schott & Gen.) von den Glasperlen abgetrennt. Nach Waschen 
der Glasperlen mit 1 Vol. (bezogen auf Bakteriensuspension) frischen Puffers war 
die Ausbeute nahezu quantitativ. 

c) Fraktionierung des Homogenates: Das wegen seines DNS-Gehaltes 
hochviskose Homogenat wurde durch differentielles Ultrazentrifugieren in Frak- 
tionen zerlegt. Alle Operationen bis zur Inkubation wurden zwischen 0 und 4° 
durchgefiihrt. Es wurde nach Méglichkeit steril gearbeitet. 


[London] 175, 592 [1955]; B.Nissmann,M.L.Hirsch, J.Marmuru. D. Cou- 
sin, C.R. hebd. Séances Acad. Sci. 241, 1349 [1955]; B. Nissmann, M. L. Hirsch 
u. J. Marmur, C.R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 1939 [1955]; M. Beljanski, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 15, 425 [1954]; R. L. Lester, J. Amer. 
chem. Soc. 75, 5448 [1953]; K. McQuillen, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 17, 382 [1955]; K. McQuillen, Symp. Soc. gen. Microbiol. 6, 127 [1956]; 
M. k. J. Salton u. K. MeQuillen, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 1%, 
465 [1955]; C. Weibull, J. Bacteriol. 66, 688 [1953]. 

10 J. A.de Moss u.G. D. Novelli, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
18, 592 [1955]. 

1 P. Berg, J. Amer. chem. Soc. 77, 3163 [1955]. 

12 H. Mickle, J. Roy. Microscop. Soc. 68, 10 [1948]. 

18 W. Zillig u. H. Hélzel, diese Z. 312, 140 [1958]. 

14D. Schachtschabel u. W. Zillig, IV. Internat. Kongr. f. Biochemie, 
Wien, 1.—6. Sept. 1958, S. 76, Pergamon Press, London 1958. 
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d) Ultrazentrifugation: Fiir praparative Zwecke wurde eine Spinco- 
Ultrazentrifuge, Modell L, fiir analytische Liufe eine luftgetriebene Ultrazentri- 
fuge der Firma Phywe (Modell 1957) mit Philpot-Svensson-Optik benutzt. 

e) Elektrophorese: Fiir elektrophoretische Trennungen nach dem Ver- 
fahren von Tiselius wurde ein Gerat der Firma Phywe, Gottingen, verwendet. 

f) Chemische Analysen: Die Proteinbestimmung erfolgte nach dem Ver- 
fahren von Lowry et al.!. 

Die saureléslichen Nucleotide wurden im Uberstand der durch kalte 5proz. 
Trichloressigsiure erhaltenen Fallung spektrophotometrisch bestimmt. Die Ge- 
samtnucleinséaure wurde durch 15 Min. lange Behandlung des Sediments mit 5proz. 
Trichloressigsiure bei 95° gelést und im Uberstand spektrophotometriert. Der 
DNS-Gehalt wurde nach Dische mit Diphenylaminreagenz ermittelt1®. 


g) Einbauversuche: Je nach Versuchszweck wechselnde Kombinationen 
der einzelnen Fraktionen wurden mit oder ohne Zusatz von Cofaktoren und Sub- 
fraktionen in 1 ml Medium (s. 0.) zumeist bei py 6,9 mit 0,05 bis 0,2 ~Mol pL- 
Leucin-[1-4C] (spezif. Aktivitat 5 wC/uMol), entspr. 300000—1 200000 Imp./Min., 
bzw. anderen markierten Aminosauren bei 37° geschiittelt. Nach Ablauf der Inku- 
bationsperiode wurde die enzymatische Reaktion durch schnelles Abkiihlen auf 0° 
abgestoppt. Die einzelnen Ansaitze wurden mit je 1 m/ Wasser verdiinnt und mit 
je 2 ml 10proz. Trichloressigsiure inaktiviert. Das ausgeflockte Protein wurde in 
der von Siekewitz angegebenen Weise!’ von radioaktiven Aminosiuren, RNS 
und Lipid befreit, anschlieBend mit Ather getrocknet, in 98proz. Ameisensdiure 
gelést, auf gewogene Aluminiumplittchen aufgebracht, getrocknet, gewogen und 
in einem SC-16-Gasflow-counter der Firma Tracerlab gezahlt. Die angegebenen 
Imp./Min. sind nach Abzug des Untergrunds durch Anbringen einer Korrektur 
fiir die Selbstabsorption auf unendlich diinne Schichtdicke berechnet. 

Fiir die Ermittlung der py-Abhangigkeit des Einbaues wurden Fraktionen 
und Zusatze vor der Inkubation einzeln auf das gewiinschte py gebracht. 

h) Kriterien fiir die Abwesenheit von Bakterien: Fiir die Einbau- 
versuche war es notwendig, die Anwesenheit von unzerstérten Bakterien in den 
Fraktionen auszuschlieBen. Im Phasenkontrastmikroskop konnten keine intakten 
Bakterien beobachtet werden. 

Auf Nahragar lieBen sich nach 12stdg. Inkubation bei 37° keine Bakterien- 
kulturen nachweisen. Auch nach langerer Prainkubation vor Zusatz der markierten 
Aminosaéuren war der Einbau nicht erhéht, meist sogar deutlich herabgesetzt. 
Wean sich eventuell noch vorhandene Bakterien waihrend der Prainkubations- 
periode vermehrt hatten, ware eine kraftige Steigerung des Kinbaues zu erwarten 
gewesen. 

Der Einbau im in-vitro-System lieB sich noch in Gegenwart von nur 0,1 y 
RNase/m/ vollstandig hemmen. Der Einbau in intakte Bakterien wird auch durch 
wesentlich héhere RNase-Konzentrationen kaum beeinfluBt. Auch der zeitliche 
Verlauf des Einbaues im in-vitro-System, der nach 60—90 Min. einen Sattigungs- 
wert erreicht, spricht gegen die Anwesenheit von Bakterien. 


Ergebnisse 
Fraktionierung und Charakterisierung der Fraktionen 


Die Fraktionierung des Homogenats erfolgte, um noch darin 
enthaltene intakte Bakterien zu entfernen, die fiir den Einbau mar- 
kierter Aminosaiuren notwendigen Bestandteile herauszuschélen und das 

15 Q.H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 

16 Z. Dische, Mikrochemie 8, 4 [1930]. 
17 PP, Siekevitz, J. biol. Chemistry 195, 449 [1952]. 
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Gesamtsystem in Teilreaktionen-katalysierende Komponenten zu zer- 
legen. Sie wurden vorwiegend durch differentielles Ultrazentrifugieren, 
auBerdem durch freie Elektrophorese, durch Fallen mit Ammonium- 
sulfat bzw. Streptomycin und durch Verwenden einer Phenolmethode 
erzielt!*. Im Schema ist ihr Verlauf dargestellt. 


Schematische Darstellung der Fraktionierung. 





Homogenat 
! 
15 Min. 
| 20000 U/Min. (R 30) 
Sedge o00 > Uap ov0 
| 10 Min, | sane 
, | $500 U/Min. | 40000 U/Min. (R 40) 
UA —— Sed A 
3mal 1-Stdn.-Sed <-> 1-Stdn.-U 
10 Min. 
2800 U/Min. 
| (R 30) | 
UB > Sed B | 14 Stdn. 
30000 U/Min. (R 30) 


| 15 Min. 
| 20000 U/Min. 
| (R 30) 


Uc «——> Debris-Fraktion NP-Fraktions——— 14-Stdn.-U 


Nach Korrektur fiir die im Verlauf der Fraktionierung auftreten- 
den Verluste findet man auf 1 g Bakterien (Trockengewichte): 500 mg 
Debris, 260 mg RNP-Fraktion und 240 mg 14-Stdn.-Uberstand. 


1. Debris-Fraktion 


Das aus dem Bakterienhomogenat durch 15 Min. langes Zentrifu- 
gieren bei 20000 U/Min. (Rotor R 30 der Spinco-Zentrifuge) erhaltene 
Sediment wurde durch 3maliges 10 Min. dauerndes Zentrifagieren bei 
3500 und 2800 U/Min. (R 30) von intakten Bakterien befreit. Das aus 
dem Uberstand UB in 15 Min. bei 20000 U/Min. (R 30) gewonnene 
Sediment wurde in frischem Puffer resuspendiert und 3mal durch Zentri- 
fugieren und Wiederaufnehmen in neuem Medium von niedrigmoleku- 
laren Cofaktoren und léslichen Enzymen frei gewaschen. 

Die elektronenmikroskopische Aufnahme (s. Abb. 1) zeigt, daB das 
Material bakterienfrei ist und im wesentlichen Membrantriimmer unter- 
schiedlicher Gr6Be, daneben vielleicht membranése Strukturelemente 
aus dem Innern der Zelle enthalt. 

1 g des Materials enthalt 700 mg Protein, 3 mg RNS und Spuren 
von DNS. 


18 H.Schuster,G. Schramm u. W.Zillig, Z. Naturforsch. 11b, 339 [1956]. 











D. Schachtschabel und W. Zillig, Bd. 314 (1959) 
Die Debris-Fraktion enthalt ak- 
tivierende Enzyme fiir samtliche 
Aminosauren?*, Sie baut in Gegen- 
wart von Cofaktoren und 14-Stdn.- 
Uberstand radioaktiv markierte 
Aminosauren ins Protein ein. 


Abb. 1. Elektronenmikroskopische <Auf- 
nahme der Debris-Fraktion. 
VergréBerung: 6250fach, unbedampft. 





2. 1-Stdn.-Uberstand und Nucleoproteid-Fraktion 


Im Sedimentationsbild des 1-Stdn.-Uberstandes (vgl. Schema) lassen 
sich, reproduzierbar, 5 Gradienten erkennen (Abb. 2, Tab. 1). 





Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Sedimentationsbild des 1-Stdn.-Uberstandes. 
Laufzeit: 20 Min. bei 48000 U/Min. in der analytischen Phywe-Ultrazentrifuge. 
Fraktionen s. Tab. 1. 
Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Ribonucleoproteid-Partikeln. 
VergréBerung: 30000fach. Mit Platin im Winkel von 30° schrag bedampft. 


Die Gradienten 1—3 verschwinden nach Behandlung mit RNase. 
Die ihnen entsprechenden Komponenten lassen sich durch l4stdg. Zen- 
trifugieren bei 40000 U/Min. (R 40) abschleudern. Aus der Analyse des 
isolierten Materials geht hervor, daB es sich um RNP-Partikel handelt, 
die je etwa 50 Gew.-Prozent Protein und RNS enthalten. 

Der Gradient 4 kann durch DNase eliminiert werden. Er zeigt den 
fiir hochmolekulare DNS charakteristischen Selbstscharfungseffekt. Es 
handelt sich demnach um DNS oder ein Desoxyriboculeoproteid. 

1 PD. J. McCorquodale u. W. Zillig, diese Z., im Druck; W. Zillig  u. 


D. J. McCorquodale, IV. Internat. Kongr. f. Biochemis, Wien, 1.—-6. Sept. 1958, 
S. 76, Pergamon Press, London 1958. 
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Der uneinheitliche Gradient 5 kann wohl im wesentlichen Proteinen 
und Polynucleotiden mit Molgewichten kleiner als 100000 zugeordnet 
werden. 


Tab. 1. Svedberg-Konstanten des 1-Stdn.-Uberstands und der daraus gewonnenen 
Phenol-Nucleinsaure-Fraktion. Konstanten in Svedberg auf unendliche Verdiinnung 
(c = 0) extrapoliert. 











Gradienten Komponenten Soo 
1 RNP I 48,8 
2 RNP Il 29,9 
1-Stdn.-Uberstand 3 RNP III rp. 
4 DNS (od. DNP) 25,5 

5 Protein + RNS 5 
we 1 RNS I 19,4 
Phenol-NS 2 RNS II 14,5 
3 DNS 7.6 











Die nach der Methode von Schuster, Schramm und Zillig!® 
durch zweimaliges Schiitteln mit Phenol in der Kalte gewonnene und 
durch Ausithern von Phenol befreite waiBrige Phase liBt im Sedimen- 
tationsbild drei Komponenten erkennen (Abb. 4, Tab. 1). 


Abb. 4. Sedimentationsbild der aus dem 
1-Stdn.-Uberstand durch Phenolspaltung 
gewonnenen waBrigen Phase. 
Laufzeit: 30 Min. bei 48000 U/Min. in der 
analytischen Phywe-Ultrazentrifuge. 
Fraktionen s. Tab. 1. 





Die Komponenten 1 und 2 sind hochmolekulare, sehr labile Ribo- 
nucleinsiuren (RNS I und II), die Komponente 3 ist eine DNS (DNS). 

Das Verhaltnis der Konzentrationen und Sedimentationsgeschwin- 
digkeiten von RNS I und II entspricht etwa denen von RNP L und II 
im 1-Stdn.-Uberstand. Es liegt daher nahe, die beiden Ribonucleinsiuren 
diesen Ribonucleoproteiden zuzuordnen. 

Nach Fertigstellung unserer Arbeit erschien eine Veréffentlichung 
von Tissieres und Watson”, in der vier Sorten von RNP-Partikeln 
aus L. coli beschrieben werden. Die Svedberg-Konstanten unserer RNP I 
und II stimmen mit den fiir die beiden kleineren Partikelsorten dieser 
Autoren angegebenen Werten gut tiberein. RNP Ll und IL wurden von 
uns noch nicht monodispers dargestellt, so da wir bisher keine Partikel- 


20 A. 'Tissieres u. S. D. Watson, Nature [London] 182, 778 [1958]. 
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gewichte angeben kénnen. Nach Tissieres und Watson wiirde RNP I 
ein Partikelgewicht von 1,8 - 10°, RNP II eines von 0,9 - 10® besitzen. 
Fiir die daraus durch Phenolbehandlung erhaltenen hochmolekularen 
Ribonucleinsiuren ergeben sich dann Molekulargewichte von etwa 1 
bzw. 0,5 + 108. 

Die Svedberg-Konstante des DNS-Gradienten (4) im 1 Stdn.-Uber- 
stand ist stark konzentrationsabhingig. Das aus dieser DNS durch 
Phenolbehandlung entstehende Material sedimentiert wesentlich lang- 
samer. Die Konzentrationsabhangigkeit der Sedimentationsgeschwindig- 
keit wird dabei stark abgeschwacht. Die Phenolprozedur bewirkt dem- 
nach eine Desaggregation bzw. eine starke Formanderung (oder beides) 
der in Lésung vorliegenden DNS-Teilchen. 

Die einzelnen Komponenten des 1-Stdn.-Uberstandes lassen sich 
auch durch Elektrophorese nach Tiselius voneinander trennen. Das 
Verfahren ist besonders fiir die praiparative kathodische Abtrennung 
nucleinsaure-freien Proteins geeignet. 

Durch 3maliges 5stdg. Zentrifugieren bei 105000 x g lassen sich aus 
der NP-Fraktion funktionstiichtige RNP-Partikel darstellen, die nicht 
mehr durch lésliche Proteine, niedrigmolekulare Cofaktoren und DNS 
verunreinigt sind. Durch Inkubation mit DNase (12 Stdn. bei 4°) laBt 
sich die Viskositaét herabsetzen und dadurch die Waschprozedur be- 
schleunigen. Fiir die Untersuchung der Cofaktoren-Abhangigkeit des 
Einbaus geniigt jedoch die weniger zeitraubende Dialyse. 

Eine weitere Methode zur Befreiung der RNP-Partikel von DNS 
beruht auf ihrer Fallbarkeit durch Ammoniumsulfat zwischen 33 und 
50% Sattigung. Nach dreimaligem Umfiallen ist das Material DNS-frei. 

Uber die genauere physikalische und chemische Analyse der ein- 
zelnen Komponenten der RNP-Fraktion, ihre Trennung voneinander 
und den Mechanismus ihrer milieubedingten Veranderungen soll in einer 
nachfolgenden Arbeit berichtet werden. 

Ebenso wie die Debris-Fraktion baut auch die NP-Fraktion in Gegen- 
wart von Cofaktoren und 14-Stdn.-Uberstand “4C-Leucin ins Protein ein, 
die Aktivitaét wird durch Fraktionierungsprozesse, wie z.B. die Ammo- 
niumsulfatfallung, nicht beeintrachtigt, dagegen durch wiederholtes Ein- 
frieren und Auftauen erniedrigt. 

| 3. 14-Stdn.-Uberstand 

Der nach 14-stdg. Zentrifugieren bei 30000 U/Min. (R 30) verblei- 
bende Uberstand enthalt 84% Protein und 5% RNS (bezogen auf Trok- 
kengewicht). Er ist frei von DNS. 

Das RNS-freie Protein 1aBt sich in der Elektrophoreseapparatur 
nach Tiselius von der sehr viel schneller wandernden Nucleinséure 
abtrennen. 

Die RNS des 14-Stdn.-Uberstandes ist im Vergleich zu der Phenol- 
RNS aus RNP-Partikeln niedrigmolekular, aber zum groBen Teil nicht 
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dialysierbar. Durch Schiitteln mit Phenol (s. oben) laBt sie sich, zu- 
sammen mit anderen in der waBrigen Phase verbleibenden Substanzen, 
von Protein befreien. Sie kann durch mehrfaches Umfillen mit Alkohol 
(bzw. mit Salzsdure bei py 2) weiter gereinigt werden. Der biochemisch 
aktive Anteil ist undialysabel. 

Uber die Fraktionierung und die biochemische Funktion dieser 
, léslichen RNS‘ (L-RNS) wird in einer nachfolgenden Arbeit berichtet. 

Niedrigmolekulare Cofaktoren lassen sich aus dem 14-Stdn.-Uber- 
stand durch Dialyse oder durch isoelektrische Fallung bei py 4,4 ent- 
fernen. Das Prazipitat enthalt neben Protein 5—10% RNS (zum Teil 
L-RNS) und wird im folgenden als ,,pH4-Fraktion** bezeichnet. 

Der 14-Stdn.-Uberstand enthalt aktivierende Enzyme fiir 10 Amino- 
sduren 710,19, 

In Gegenwart von Cofaktoren katalysiert er den Einbau von mar- 
kierten Aminosauren ins Protein der Debris- und RNP-Fraktion. 





Einbauversuche 

Sowohl die Debris-Fraktion als auch die RNP-Partikel bauen in 
Gegenwart von Cofaktoren und 14-Stdn.-Uberstand radioaktiv mar- 
kiertes Leucin ins Protein ein. Die gebundene Aminoséure laBt sich 
aus dem Produkt der enzymatischen Reaktionsfolge weder durch kalte, 
noch durch heiBe 5proz. Trichloressigsaure freisetzen. Durch Behandlung 
mit Perameisensdiure wird etwa 20% der proteingebundenen Aktivitat 
entfernt. Erst nach 16stdg. Totalhydrolyse mit 6x HCl bei 110° findet 
man die markierte Aminosaure als freies Leucin wieder. 


1. Debris-Einbausystem 


Die ,,pu-4-Fraktion‘‘ wurde aus dem 14-Stdn.-Uberstand mit ver- 
diinnter Essigsiure bei py 4,4 isoelektrisch gefallt, zweimal in Neutral- 
puffer wieder aufgenommen und erneut bei pu 4,4 ausgefallt, zuletzt in 
neutralem Puffer aufgenommen. 

Wie aus Tab. 2 ersichtlich, baut die gewaschene Debris-Fraktion 
allein kaum ein. Auch Zusatz von pu4-Fraktion steigert den Einbau 
nur leicht. Die signifikante Steigerung durch dialysierten 14-Stdn.-Uber- 
stand ist wohl auf unvollstaéndige Entfernung von Cofaktoren zuriick- 
zufiihren. 

Zusatz von ATP oder GTP allein steigert den Einbau in die Debris- 
Fraktion nicht. Wenn neben 14-Stdn.-Uberstand bzw. pu-4-Fraktion 
ATP zugesetzt wird, steigt der Einbau auf das Doppelte bzw. 6fache. 
In Anwesenheit von 14-Stdn.-Uberstand kann ATP durch GTP ersetzt 
werden. Bei Verwendung von 3mal umgefillter pxu4-Fraktion ist nur 
ATP wirksam. GTP kann ATP weder ersetzen noch die durch ATP 
erzielte Einbau-Leistung steigern. Es ist uns also im Gegensatz zu 
Keller et al.? nicht gelungen, einen absoluten Bedarf von ATP und 
GTP nachzuweisen. Im 14-Stdn.-Uberstand sind Enzyme vorhanden, 
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Tab. 2. Enzym- und Cofaktorbedarf des Debris-Einbausystems. 


Inkubation: 1 ml 1 Stde. bei 37° und px7,0 mit 0,05 uMol Leucin-[1-4C]. Debris- 
protein: 1 mg; dialys. 14-Stdn.-Uberstand: 1 mg Protein; py4-Fraktion: 0,5 mg 


Protein; ATP: 7,5 uMol; RNase: 2,5 y. 
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Dialysierter pu4-Frakt. | ATP RNase Imp./Min. 


Debris | 14-Stdn.-U 





| 
| 




















die ATP auf Kosten von GTP regenerieren. Noch 0,1 y RNase/m/ hem- 
men den Einbau vollstandig. 











Aus Tab. 3 geht hervor, daB der 14-Stdn.-Uberstand durch die f 
daraus gewonnene L-RNS (s. oben) ersetzt werden kann. Der durch 
kathodische Abtrennung in einer Tiselius-Elektrophoreseapparatur 
gewonnene nucleinsaurefreie Proteinanteil des Uberstandes erhéht den 
Einbau, ist aber kein notwendiger Bestandteil des Systems. hi 

Tab. 3. L-RNS-Bedarf des Debris-Einbausystems. 
Inkubation: 1 ml 1 Stde. bei 37° und pxH7,2 mit 2,5 4Mol ATP und 0,1 “Mol 
Leucin-[1-"4C]; Debris: 2,2 mg; 14-Stdn.-Uberstand: 1,1 mg Protein; L-RNS: 
0,08 mg. 
W 
Debris | 14-Stdn.-U | L-RNS | Imp./Min. n 
di 
=e : 2 
4 rn | 196 
ie = + 190 In 
a | 725 3, 





Im konipletten Debris-Einbausystem sind neben der Debris-Fraktion 
also ATP als Cofaktor und eine RNS-Fraktion aus dem 14-Stdn.-Uber- 
stand essentielle Bestandteile. 

In der Debris-Fraktion wurden simtliche aminosaure-aktivierenden 
Enzyme nachgewiesen. Sie mu daneben auch den gesamten, fiir den 
Einbau notwendigen enzymatischen Apparat enthalten. 

Der zeitliche Verlauf des Einbaues ist in Abb. 5 dargestellt. Etwa 
die Halfte der im Debris-System eingebauten markierten Aminosaure 
findet sich in dem nach 15 Min. bei 20000 = g sedimentierenden Material 
(Debris-Fraktion). die andere Hilfte im Uberstand. Das Verhialtnis der 
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Aktivitit von Sediment und Uberstand bleibt zeitlich konstant. Ein 
Teil des markierten Proteins wird demnach wahrend der Inkubation in 
losliche Form iibergefiihrt. 

Das pu-Optimum des Einbaues liegt bei 7,5. Bei niedrigeren und 
hoheren pxu-Werten nimmt das Einbauvermégen starb ab (s. Abb. 6). 
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Imp./Min. —— 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Abb. 5. Zeitlicher Verlauf des Einbaus von Leucin-[1-"C] im Debris-System 
(Debris-Fraktion + 14-Stdn.-U + ATP). 
Inkubation: bei 37° in 1-ml-Ansatzen; Debris-Fraktion: 1 mg Protein; 
14-Stdn.-U: 1 mg Protein; ATP: 2,5 uMol; Leucin-[1-"C]: 0,1 «Mol. 
Abb. 6. po-Abhangigkeit des Einbaus von Leucin-[1-“C] im Debris-System. 

Inkubation: 60 Min. bei 37° in 1-ml-Ansatzen; Debris-Fraktion: 1,2 mg Protein; 

14-Stdn.-U: 1 mg Protein; ATP: 2,5 uMol; Leucin-[1-“C]: 0,1 «Mol. 


2. RNP-Einbausystem 
Wie aus Tab. 4 ersichtlich, baut auch die RNP-Fraktion in Gegen- 
wart von dialysiertem 14-Stdn.-Uberstand bzw. pu-4-Fraktion und ATP 
markierte Aminosauren ins Protein ein. Noch 0,1 y RNase/m/ hemmen 
den Einbau vollstandig. 

Tab. 4. Enzym- und Cofaktorbedarf des RNP-Einbausystems. 
Inkubation: 1 ml 1 Stde. bei 37° mit 0,05 wMol Leucin-[1-4C]; NP-Fraktion: 
3,5 mg Protein; 14-Stdn.-Uberstand: 1,5 mg Protein; py4-Fraktion: 0,6 mg 

Protein; ATP: 2,5 wMol; RNase: 2 y. 





RNP dial. 14-Stdn.-U pu4-Frakt. ATP RNase Imp./Min. 
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Der zeitliche Verlauf des Einbaues wird in Abb. 7 gezeigt. Man 
erkennt, daB der Sattigungswert in Gegenwart von ATP spater erreicht 
wird und absolut héher liegt als in dessen Abwesenheit. Zusatz von 
ATP nach erreichter Sattigung bringt den Einbau wieder in Gang. 
Unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen ist demnach die 
Verfiigbarkeit von ATP fiir das Einbauvermégen maBbgebend. 
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Abb. 7. Zeitlicher Verlauf des Einbaus von Leucin-[1-4C] im RNP-System. 
Inkubation: bei 37° in 1-ml-Ansatzen; RNP-Fraktion: 4 mg Protein; 14-Stdn.-U: 
1,5 mg Protein; Leucin-[1-!4C]: 0,1 uMol. 

+ ATP: Zusatz von 2,5 uMol ATP bei Inkubationsbeginn; 
— ATP: Kein ATP-Zusatz wahrend der Inkubation von 0—90 Min. Pfeil: Zu- 
satz von 2,5 «Mol ATP (a) bzw. von 2,5 wMol ATP + 1,25 uMol GTP (b). 





Die starke Steigerung des Einbaus, die durch Zusatz von Phenol- 
RNS aus dem 14-Stdn.-Uberstand erzielt werden kann (vgl. Tab. 5), 
1a8t darauf schlieBen, daB auch hier wie im Fall des Debris Systems 
Polynucleotide (Mol.-Gew. ~ 10000) notwendige Komponenten des Ein- 
bausystems sind. 


Tab. 5. EinfluB von L-RNS auf den Einbau im RNP-System. 
Inkubation: 1 Stde. bei 37° in 1-ml-Ansatzen. RNP: 2 mg Protein; 12-Stdn.- 
Uberstand: 1,mg Protein; L-RNS: 0,2 mg; RNase: 2 y; Leucin-[1-"C]: 0,05 «Mol; 

ATP: 2,5 uMol. 





RNP | 14-Stdn..U | L-RNS | RNase | Imp./Min. 





100 
328 
14 





Wie aus Abb. 8 ersichtlich, ist das System durch etwa 0,3 “Mol 
DL-Leucin-[1-"4C] abgesattigt. Der Einbau wird durch iiberschiissiges, 
nicht markiertes L-Leucin vollstindig gehemmt. Die durch DL-Leucin 
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erzielte Hemmung entspricht der durch die halbe Menge L-Leucin ver- 
ursachten. Daraus ergibt sich, daB nur L-Leucin eingebaut wird. 

Der Einbau 1a8t sich durch Zusatz eines groBen Uberschusses 
(4 «Mol/m/) nichtmarkierten L-Leucins abstoppen. Das eingebaute mar- 
kierte Leucin wird jedoch bei weiterer Inkubation nicht ausgetauscht. 
Der Einbau ist demnach irreversibel. 





NS 
8 


Abb. 8. Abhangigkeit des Einbaus 
im RNP-System von der Konzen- 
tration an Leucin-[1-"C]. 
Inkubation: 1 Stde. bei 37° in 1-ml- 
Ansatzen; RNP-Fraktion: 3,5 mg 
Protein; 14-Stdn.-U: 1,5 mg Protein; 
ATP: 2,5 uMol. 
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Diskussion 


Ob der in beiden zellfreien Systemen beobachtete Einbau radio- 
aktiv markierter Aminosauren ins Protein nucleoproteidhaltiger Partikel 
Ausdruck des Ablaufes einer Nettoproteinbiosynthese ist, bleibt, wie bei 
allen bisher bekannten Systemen dieser Art zu kliren. Die Nicht- 
umkehrbarkeit des Prozesses spricht dafiir. Die absolute Einbauleistung 
(0,04% Austausch im Debris-System, 0,01% im NP-System) laBt sich 
durch Verwendung eines geeigneten ATP-regenerierenden Systems und 
nichthemmender Konzentrationen von ATP noch wesentlich steigern. 

Das ins Protein eingebaute markierte Leucin kann aus dem Produkt 
der enzymatischen Reaktion durch heiBe Trichloressigsiure nicht aus- 
gewaschen werden. Dab es peptidartig im Innern der Kette gebunden 
ist, wird durch folgende Argumente belegt®!: Durch Perameisensaure- 
behandlung wurde nur ein geringer Teil (etwa 20%) der ins Protein 
eingebauten Aminosaéure entfernt. Nach anschlieBender Umsetzung mit 
Fluordjnitrobenzol und folgender Totalhydrolyse mit 6x HCI zeigte sich 
bei der Isolierung des Dinitrophenyl-leucins und des freien Leucins aus 
dem Hydrolysat, daB ein groBer Teil des markierten Leucins nicht end- 
stindig, sondern innerhalb der Peptidkette gebunden vorlag. Die am 
Einbau beteiligte lésliche RNS-Fraktion enthalt erhebliche Mengen 
simtlicher Aminosiuren in carboxyl-aktivierter Bindung!*. Das Vor- 
handensein dieses ,,inneren Aminosaurepools™ erklairt das Versagen von 
Versuchen, den Einbau einer markierten Aminosaure durch Zusatz der 


a \W. Zillig, W. Krone u. M. Albers, unver6ffentlicht. 
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iibrigen nichtmarkierten zu steigern. Wir hoffen, unter Verwendung 
einer dezamino-acylierten léslichen RNS-Fraktion den ,,20-Aminosaure- 
effekt‘‘ nachweisen und die absolute Einbauleistung steigern zu 
konnen. 

Beide Einbausysteme aus ZL. coli zeichnen sich durch hohe Stabilitat 
aus. Sie verlieren auch nach langerem Aufbewahren bei 1—3° und beim 
Einfrieren ihre Aktivitat nicht. Die Nucleoproteide des NP-Systems sind 
definierte Partikel im Sinne der makromolekularen Chemie. Die Frak- 
tionierung des Systems in Teilkomponenten und die Auflésung des 
Reaktionsablaufes in Teilreaktionen erscheinen aussichtsreich. 

Das Debris-System enthalt alle fiir den Ablauf des Einbauprozesses 
notwendigen Enzyme strukturgebunden. 

Die Nucleotidfraktion enthalt keine, der 14-Stdn.-Uberstand nur 
die bereits von de Moss und Novelli’ in £.coli nachgewiesene 
Gruppe von aminosiure-aktivierenden Enzymen. 

Fir die Aktivierung der Aminosiuren ist nur ATP erforderlich. 
Bei Verwendung der ,,pu4-Fraktion® (Tab. 2), die keine léslichen Co- 
faktoren mehr enthalt, ist der Zusatz von GTP in beiden kompletten Sy- 
stemen ohne Wirkung. Da8 im noch Cofaktor enthaltenden 14-Stdn.-Uber- 
stand ATP durch GTP ersetzt werden kann, ist darauf zuriickzufiihren, 
daB hier GTP verbrauchtes ATP enzymatisch regenerieren kann. Da- 
mit ist gezeigt, daB GTP, das bekanntlich im Lebersystem von Za- 
mecnik et al.? absolut erforderlich ist, in den beiden hier beschrie- 
benen zellfreien Systemen aus FZ. coli nicht notwendig ist. 

Der RNase-Effekt kann an zwei Stellen angreifen: an der am Amino- 
acyltransport beteiligten léslichen RNS und an der ,,Matrize“‘ in den 
Nucleoproteidpartikeln. 

Die Debris-Fraktion enthalt nur etwa 5% RNS. Wenn diese in RNP- 
Partikeln gebunden vorliegt, entspricht das einem Gehalt von héchstens 
10% an RNP-Partikeln. Da die bisher erzielte Einbauleistung im Debris- 
System diejenige des RNP-Systems mehrfach tiberschreitet, tibersteigt 
die auf RNS-Gehalt bezogene spezifische Aktivitaét im Debris-System 
diejenige des RNP-Systems um das mehrfache einer Zehnerpotenz. 

Ob und wie die beiden ,,kompletten Einbausysteme‘‘, das Debris- 
und das NP-System, in der lebenlen Zelle zusammenarbeiten, z.B. 
strukturgebyundene in der Zellmembran enthaltene aktivierende Enzyme 
gemeinsam verwenden, lift sich nicht feststellen, da vorerst nicht be- 
kannt ist, inwieweit die Freisetzung der im 14-Stdn.-Uberstand befind- 
lichen léslichen Enzyme und Faktoren eine Folge des Homogenisierungs- 
prozesses ist. 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir herzlich fiir die groBziigige 
Forderung der Arbeit. 

Wir danken Fraulein M. Albers und Herrn H. Hélzel fir wertvolle tech- 
nische Mithilfe, Herrn Dr. P. H. Hofschneider fiir die elektronenmikroskopi- 
schen Aufnahmen. 
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Zusammenfassung 


Durch hochtourige Vibration von £.-coli-Suspensionen in magne- 
siumhaltigem, saccharosefreiem Phosphatpuffer mit Glasperlen wurden 
Homogenate erhalten, die durch differentielle Ultrazentrifugation in 
Fraktionen zerlegt wurden. 

Auf diese Weise wurden zwei Systeme isoliert, die die kovalente 
Bindung radioaktiv markierter Aminosduren ins Protein nucleoproteid- 
haltiger Strukturelemente katalysieren: Das De bris-System setzt sich 
aus der grobpartikularen, wahrscheinlich aus Membranbruchstiicken 
bestehenden Debris-Fraktion, einer léslichen RNS-Fraktion und ATP 
als Cofaktor zusammen. 

Das Nucleoproteidsystem besteht aus der bei 105000 «g in 
14 Stdn. sedimentierbaren Nucleoproteidfraktion, dem dialysierten 
Uberstand dieser Zentrifugation bzw. einer bei pa4,4 daraus gefillten 
Fraktion und ATP als Cofaktor. 

RNase hemmt den Einbau vollstandig. 

Der zeitliche Verlauf und die pqy-Abhangigkeit des Einbaues und 
der quantitative Zusammenhang zwischen ATP-Konzentration, Amino- 
sdurekonzentration und Einbau wurden untersucht. Die Bestandteile 
der einzelnen Fraktionen, insbesondere die makromolekularen Kompo- 
nenten des NP-Systems, wurden physikalisch und chemisch charak- 
terisiert. 


Summary 


Homogenates of H. coli B., obtained by highspeed shaking of bac- 
terial suspensions with glass beads in sucrosefree phosphate buffer con- 
taining magnesium, were fractionated by differential centrifugation. 

In this way two systems were isolated, which catalyse the covalent 
binding of C-labelled aminoacids to the protein of nucleoproteid con- 
taining structures. 

The debris-system consists of the large particulate, membraneous 
debris fraction, a soluble RNA fraction and ATP as cofactor. 

The nucleoproteid system consists of the nucleoproteid fraction 
(sedimented at 105000 x g in 14 hr.), dialysed supernatant of this centri- 
fugation or a fraction precipitated from it at pu4.4 and ATP as cofactor. 

Ribonuclease completely inhibits the incorporation: 

The time course, the po dependency and the ATP- and aminoacid, 
requirements of the incorporation were investigated quantitatively. The 
components of the fractions, especially the high molecular constituents 
of the nucleoproteid-system, were characterized physically and chemi- 
cally. 
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Der quantitative Vergleich zwischen chemisch 
und biologisch bestimmten Ostriolgehalten 
Kober-Reaktion und Allen-Doisy-Test 
Von 
W. Pschyrembel und G. FE. Halder 


Aus dem Laboratorium der Frauenklinik des Stiidt. Krankenhauses im Friedrichshain 
Chefarzt: Prof. Dr. Dr. W. Pschyrembel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1958) 


Es ist bisher nicht gelungen, beim Allen-Doisy-Test, der bei der 
Isolierung und Reindarstellung der Ostrogene von entscheidender Be- 
deutung war, Tiereinheiten zu Gewichtsmengen exakt in Beziehung 
zu setzen. 

Zwar hat man die Wirkung von 0,1 g Ostron als eine ,,Internationale Ein- 
heit‘‘ (I.E.), bzw. diejenige von 0,1 wg Ostradiolmonobenzoat als ,,Internationale 
Benzoateinheit* (I.B.E.) festgelegt, doch wird mit diesen GréBen in praxi selten 
gearbeitet, da sie die Testierung der unbekannten Lésungen gegen die kristallinen 
Standardsubstanzen zur Voraussetzung haben. 

Diese GréBen hangen vielmehr von Rasse, Ernéhrung und Haltung 
der Tiere sowie von der jeweils angewandten Versuchstechnik ab. Der 
Wert zahlreicher Arbeiten, in denen quantitative Untersuchungen mit 
Hilfe des Allen-Doisy-Testes angestellt wurden}, ist dadurch wesentlich 
herabgesetzt. Ein weiterer schwerwiegender Nachteil quantitativer 
Testierungen nach Allen und Doisy ist der erhebliche experimentelle 
Aufwand, den sie erfordern. In den letzten beiden Jahrzehnten war 
das Bemiihen vieler Untersucher deshalb darauf gerichtet, die kolori- 
metrischen Methoden zu einem spezifischen Nachweisverfahren auszu- 
bauen?. Die urspriinglich von Kober® angegebene Farbreaktion mit 
Schwefelsaure erfaBt auch Nichtsteroide, Harnphenole u.a. Chromogene. 
Eine Fille von Arbeiten! befaBt sich mit dem Problem der ,,interfering 
chromogens‘, und es werden zahlreiche Modifikationen der Koberschen 
Farbreaktion angegeben, die Anspruch darauf erheben, das weibliche 
Sexualhormon selektiv zu erfassen®. Trotz intensiver Bemiihungen ist 

1 G. Pédersen- Bjergaard u. K. Pedersen-Bjergaard, Acta Endocrinol. 
1, 263 [1948]; A. M. Hain, J. Endocrinology 2, 104 [1940]. 

2G. F. Cartland, R. K. Meyer, L. C. Miller u. M. H. Rutz, J. biol. 
Chemistry 109, 213 [1935]. 

3S. Kober, Biochem. Z. 239, 209 [1931]. 

4 Vel. W.Pschyrembel u. G.E.Halder, Vitamine u. Hormone 8, 42 [1958]. 

5 A. Chevallier, L.Cornil u. J. Verdollin, Bull. Acad. Méd. 114, 171 
[1935]; S. Kober, Biochem. J. 32, 357 [1938]; B. F. Stimmel, J. biol. Chemistry 
158, 327 [1944]; A. Mather, ebenda, 144, 617 [1942]; M. Keller, Gynakologia 
136, 358 [1953]; M. F. Jayle u. O. Crépy, Ann. d’Endocrinol. 14, 647 [1953}; 
W.M. Allen, J. clin. Endocrinol. 10, 71 [1950]; H. Cohen u. R. W. Bates, 
ebenda, 7, 701 [1947]. 
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ein Teil davon unbrauchbar®, andere sind nach wie vor umstritten’. 
Kennzeichnend ist die Tatsache, daB der jeweils gefundene ,,Hormon- 
gehalt“‘ weitgehend von dem benutzten Nachweisverfahren abhangt. 
Damit ist auch heute noch der Allen-Doisy-Test das streng spezifische 
Nachweisverfahren fiir die weiblichen Sexualhormone und wird von 
kritischen Untersuchern nach wie vor herangezogen. 

Die Folge war, daB sich im Laufe der letzten Jahrzehnte zwei vollig 
verschiedene MaBsysteme eingebiirgert haben, die nicht miteinander in 
Beziehung gesetzt werden kénnen, nimlich einerseits die Tiereinheit 
(Ratten- oder Mauseeinheit) und andererseits die Gewichtseinheit 
(ug oder mg). Vergleichbare Absolut-Werte zu bestimmen, gelingt 
einerseits mit dem Allen-Doisy-Test, wenn die testierten Gehalte in ng 
statt in Tiereinheiten angegeben werden und andererseits mit kolori- 
metrischen Methoden, wenn es gelingt, sie zu einem streng spezifischen 
Nachweisverfahren zu entwickeln. Bei diesem Vorgehen sollte sich 
kolorimetrisch und tierexperimentell der gleiche absolute Gehalt nach- 
weisen lassen. 

Die weitgehende Eliminierung stérender Nichtsteroide und Chro- 
mogene vor Ausfiihrung der Farbreaktion gelingt mit einem von uns 
angegebenen Verfahren’, wobei jedoch die Vorreinigung des Harns mit 
Aktivkohle fortfallt ®. Das Verfahren erlaubt die quantitative Trennung 
der Ostron/Ostradiol-Fraktion von der Ostriol-Fraktion mit einer Sicher- 
heit von +10%. Dies ist notwendig, da die auf die Gewichtseinheit 
bezogene physiologische Aktivitét der Komponenten des Ostrogen- 
komplexes sehr verschieden ist. Infolge der hohen physiologischen Akti- 
vitat des Ostradiols diirfen die normalerweise im Harn vorkommenden 
geringen Mengen dieses Hormons nicht vernachlissigt werden, wie es 
beim kolorimetrischen Nachweis niherungsweise erlaubt ist. Dem- 
entsprechend miissen fiir jedes der drei wichtigsten Ostrogene geson- 
derte Dosis-Wirkungs-Kurven angelegt werden, die die gefundenen 
Ostrogenmengen in vg angeben. 

Die quantitative Bestimmung der Ostron-Fraktion im Allen- 
Doisy-Test wurde friiher beschrieben®. Die Dosis-Wirkungs-Kurve des 
kristallinen Ostrons verliuft annihernd linear. Dabei ist die Prozent- 
zahl positiv reagierender Tiere gegen die Menge des applizierten Ostrons 
in ug aufgetragen. 

Bei der klinischen Bestimmung der Ostrogene im Harn ist der 
Ostriol-Gehalt von besonderem Interesse. Bekanntlich erscheinen er- 
hebliche Mengen dieses Hormons im Harn der schwangeren Frau und 
bei relativ konstantem, wenig erhéhtem Ostronspiegel erreicht die 

6 M. Rossi, Estratto Annali, Larmos-Padova XIT/IV [1950]; H. Bocken- 
dahl, Klin. Wschr. 31, 858 [1953]. 

? J. Breitner, A. Eichstadter u. C. H. Brilmayer, Klin. Wschr. 31, 762 
[1953]; D. Pontius, diese Z. 298, 268 [1954]. 

8 W. Pschyrembel u. G. E. Halder, diese Z. 306, 154 [1957]. 

® W. Pschyrembel u. G. E. Halder, diese Z. 810, 284 [1958]; B. Rassler 
u. W. Hohlweg, ebenda, 310, 281 [1958]. 
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Ostriolausscheidung Werte von 15—20 mg im 24-Stdn.-Harn. Besonders 
eindrucksvoll, allerdings auch umstritten, ist der plétzliche Abfall dieser 
Ostriolausscheidung wenige Tage vor der Geburt. Es erhob sich die 
Frage, ob sich diese auffalligen Befunde durch den Tierversuch be- 
stitigen lassen oder ob der chemischen Methode hier Fehler unter- 
laufen. Nach Ausarbeitung einer geeigneten Versuchstechnik und Auf- 
stellung einer gesicherten Dosis-Wirkungs-Kurve wurde daher eine Reihe 
von Hormonextrakten aus Schwangerenharnen im Allen-Doisy-Test kon- 
trolliert und die Differenzen zum kolorimetrisch ermittelten Wert be- 
stimmt. 


Die Dosis-Wirkungs-Kurve fiir Ostriol im Allen-Doisy-Test 


Die einleitend aufgefiihrten, den Test beeinflussenden Faktoren wurden weit- 
gehend konstant gehalten. Es wurden 160—170 g schwere Rattenweibchen einge- 
setzt, die nach Ovarioektomie durch subcutane Injektion von 5 yg_ kristall. 
00 - im Ostron/Tier auf Ansprechbarkeit gepriift 

| | | worden waren. Tiere, die dabei nicht 

das volle Ostrusstadium erreichten, wur- 
ee den nicht verwendet (etwa 1%). Raum- 

temperatur, Beleuchtung und Ernahrung 
waren fiir alle Versuchstiere gleich. — Mit 
der iiblichen subcutanen Injektion konnte 
trotz breitester Variation sowohl der In- 
jektionsintervalle wie der Abstrichzeiten 
keine brauchbare Dosis-Wirkungs-Kurve 
(DWK) erhalten werden. Die angewand- 
ten Ostriolmengen lagen hierbei zwischen 
5 und 110 yg krist. Ostriols. Erst die 
Applikation der Ostriollésung mittels 
Schlundsonde fiihrte bei Gaben zwischen 
10—50 wg zu einer auswertbaren DWK, 
die in Abb. 1 wiedergegeben ist. Das 
Ostriol unterliegt nicht dem Abbau in 
der Leber und ist daher als einziges der 
Ostrogene oral voll wirksam. Die Injek- 
tionslésung (l0proz. alkohol.-waBr. Lo- 
sung, auf 5 Dosen zu 0,2 cm? verteilt) 
wurde mittels Ureterenkatheter (5Ch.), der etwa 4 cm in den Schlund eingefiihrt 
wurde, in den Magen gespritzt. Am ersten Versuchstag wurde um 8°, 12°° und 
16°° Uhr injiziert, am zweiten um 8°° und 12°° Uhr. Die Vaginalabstriche wurden 
am dritten Tage um 8°, 12°° und 16°° Uhr abgenommen. ,,Positiv‘‘ gewertet 
wurden die Viere, die am dritten Tage um 16°° Uhr, d.h. 56 Stdn. nach der ersten 
Injektion das Volléstrusstadium erreicht hatten. Im allgemeinen wurden fiir jede 
zu bestimmende QOstriolkonzentration 20 Tiere eingesetzt. Die Fehlerbreite der 
Methode ist wohl nicht unter + 10° zu driicken (vgl. Diskussion). 








T 
| 
{| 


ug Ostriol —— 


positive Tiere —=— 
Abb. 1. Dosis-Wirkungs-Kurve des 
krist. Ostriols (Allen-Doisy-Test mit 
Schlundsonde). Kreise: Kontrollwerte 
(Riickbestimmung von_ kolorimetr. 
bestimmten Lésungen krist. Ostriols). 


Testierung von Harnextrakten 


Die alkoholischen Extrakte aus Harnen (Ostriolfraktion®»’) muBten zuvor 
unter N, im Vak. eingeengt und auf einen Gehalt von max. 10% Athanol ge- 
bracht werden. Toxische Nebenwirkungen wurden so nicht beobachtet. 

Tab. 1 gibt ein Beispiel der Testung eines Harnextraktes mit un- 
bekanntem Gehalt. Der im Endextrakt (50 cm*) bestimmte Gesamt- 
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Tab. 1. Untersuchung eines Extraktes aus Gravidenharn im Allen-Doisy-Test 
mit Hilfe der Kurve der Abb. 1. 

















Zahl der Entspricht 
Verdiinnung pos. Tiere ug Ostriol/em? ye Outsiol im 
von 20 Injektionslsg. Endextrakt 24-Stdn.-Harn 
| 20 > 60 - 60 > 3000 
1:2 20 > 60 > 120 - 6000 
1:4 thee 46 184 9200 
Chem. kolorimetrisch bestimmt?: 165 | 8250 





Ostriolgehalt betrug 9200 ng Ostriol. Die kolorimetrische Kontrolle 
ergab 165 ug Ostriol/em? Endextrakt, d.h. 8250 vg im Gesamt-End- 
extrakt; der prozentuale Fehler betrug —11,5%. — Auf Grund dieser 
weitgehenden Ubereinstimmung wurde bei den folge wiih Bestimmungen 
zur Vermeidung des groBen Aufwands an Versuchstieren davon abge- 
sehen, Verdiinnungen des Originalextraktes anzusetzen. Es wurde viel- 
mehr zuvor durch kolorimetrische Analyse der vorliegende Konzentra- 
tionsbereich ermittelt und der entsprechend verdiinnte Extrakt den 
Ratten verabfolgt. 

Die mit dem beschriebenen Verfahren erhaltenen Werte zeigt cie 
Tab. 2. Darin sind den biologisch ermittelten Werten die kolorimetrisch 


Tab. 2. Vergleich der Testierung des Ostriols nach Allen und Doisy mit der 

kolorimetrischen Bestimmung® in Graviden-Harnen. (Angaben in yg Ostriol/24- 

Stdn.-Harn.) Das arithmetisc he Mittel der prozentualen Differenzen aller Analysen- 
werte ist 16%. 


















































Patientin Ch. Sch. (20 Jahre) Patientin L. R. (25 Jahre) 
Tage - Tage . 
po a Allen- | Kober- . ’ ante | Allen-|Kober- ee 
et ‘ Doisy- | Reak- Differenz in bzw. | Doisy-| Reak- wpceucaties 
aa Test tion post | Test tion 
Hg % part. Mg % 
140 3500 3500 | + 0o;+0 10a | 2760 | 3300 | +540 +19,8 
125 1500 1600 | + 100 | + 6,7 8a | 3600 | 3750 1-150 | + 4,2 
118 3230 3360 | + 130 |] + 4,0 6a | 2450 | 2410 | — 40 | — 1,6 
111 1725 | 1950] + 225 | +13,0 5a | 1260 | 1020 | —240 | —19,1 
102 4200 3070 | —1130 | —27.0 4a | 1260 | 1260 + 0 L 0 
89 980 840 | — 140 | —14,3 la | 2280 | 2400 | +120] + 5,3 
83 3887 2566 | —1321 | —34,0 2p | 2520 | 2580 + 60 | + 2,4 
77 1715 718 | —1000 | —57,8 3p 710 820 +110 | +15,5 
69 302| 400] + 98 | +32,4 a 
62 | 4000] 3670 | — 330 | — 83 Patientin H. M. (22 Jahre) 
=) See) Pee + ee) +1840 54 | 770 | 4140 | +370] + 98 
24 | 4490] 3960 | — 530 |—11,8|} 3° ; ; 
: a : 2a | 1630 | 1440 | —190 | —11,7 
20 4080 3300 | — 780 | —19,1 a. 108 180 1, 72 | 4665 
10 | 12700 | 12400 | — 300 2,4 im 758 | 672 | — 86 | —113 
3p | 2330 | 1870 460 20,0 
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erhaltenen gegeniibergestellt. Die im Endextrakt ermittelten Hormon- 
mengen sind wesentlich abhingig von den angewandten Hydrolyse- 
bedingungen. Z. B. gibt ein von Brown verwandtes Hydrolyse-Ver- 
fahren allgemein héhere Werte als das von uns verwandte, wie eigene 
Versuche zeigten. Der untersuchte Konzentrationsbereich erstreckt sich 
von etwa 0,1—12,0 ug Ostriol pro 24-Stdn.-Harn. Der arithmetische 
Mittelwert der prozentualen Differenz aller Analysenwerte betragt 16%. 
In Abb. 2 ist dic Ausscheidung im Harn einer Schwangeren graphisch 
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lage ante partum —== Ug Ostriol (Allen-Ooisy-Test) —=— 


Abb. 2. Abb. 3. 

Abb. 2. Die biologisch (Allen-Doisy-Test, schwarze Saulen) und kolorimetrisch 
(leere Saulen) ermittelte Ostriolausscheidung im 24-Stdn.-Harn einer Schwangeren 
(Patientin Ch. Sch., 20 Jahre, I para). 

Abb. 3. Die Streuung der kolorimetrisch bestimmten Ostriolmengen (MeBpunkte), 
bezogen auf die im Allen-Doisy-Test gefundenen Mengen (ausgezogene Gerade). 
Alle Angaben in uwg/cm* Harnextrakt. 


dargestellt, um zu verdeutlichen, welchen erheblichen Schwankungen 
die Ostriolausscheidung unterworfen ist. Von der Annahme ausgehend, 
daB der Allen-Doisy-Test das spezifischere Nachweisverfahren ist, kann 
man die kolorimetrisch ermittelten Hormonwerte als Streuung um den 
,richtigen biologisch ermittelten Ostriolgehalt auftragen. Abb. 3 gibt 
diese Darstellung, wobei auffillt, daB bei Mengen unterhalb von 80 py 
die kolorimetrisch bestimmten Gehalte allgemein zu niedrig gefunden 
werden. 
Diskussion 

Die dem Tierversuch selbst bei sorgfaltigster Fithrung anhaftende, 
nicht unerhebliche Fehlerbreite sollte mit definierten Lésungen des 
kristallinen Hormons in einer gréBeren Versuchsreihe bestimmt werden, 
eine Aufgabe, auf die aus technischen Griinden verzichtet werden muBte. 
Die Fehlerbreite diirfte nicht unter +-10% zu driicken sein. 
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Der Vergleich zwischen biologisch und chemisch bestimmten 
Ostrogenmengen wird schon in alteren Arbeiten versucht. Pincus und 
Mitarbeiter! bestimmten getrennt Ostron- und Ostriolmengen kolori- 
metrisch durch Umsetzung mit Phenolsulfonsiure. Diese chemisch be- 
stimmten Gewichtsmengen wurden in Ratteneinheiten umgerechnet, 
unter der Annahme, daB 1g Ostron = 3 R.E. und 1 vg Ostriol = 
1,5 R.E. entspricht. LaBt man von elf untersuchten Harnen vier vollig 
abweichende Werte weg, so ergibt sich fiir Gravidenharne ein mittlerer 
prozentualer Fehler von +-86% in der Ostriol-Fraktion und -+ 123% 
in der Ostron-Fraktion. 

Ahnliche vergleichende Untersuchungen zur Kontrolle eines che- 
mischen Nachweisverfahrens fiihrten Humm und Jayle!™ aus, die 
allerdings den Ostrogenkomplex nicht fraktioniert haben, weshalb die 
Ergebnisse unklar sind. — Nach Brown! wird diese Fraktionierung 
vor der kolorimetrischen Bestimmung durchgefiihrt. Breuer und Mit- 
arbeiter!® bemiihten sich um die Uberpriifung der nach diesem Ver- 
fahren ermittelten Ostrogenausscheidungswerte mit Hilfe des Allen- 
Doisy-Testes. Sie injizierten die in waiBrigem Propylenglykol gelésten 
Gesamtphenolsteroide des untersuchten Harnes an kastrierte Méause- 
weibchen. Die ermittelten Aktivitaéten gaben sie in M.E./24-Stdn.-Harn 
an. Die kolorimetrisch bestimmten Ostrogenmengen wurden unter der 
Annahme, da8 1 M.E. = 0,02 ng f-Ostradiol bzw. 0,1 wg Ostron ent- 
spricht, in Mause-Einheiten umgerechnet. Bei insgesamt fiinf unter- 
suchten Harnen liegen die kolorimetrisch ermittelten Mengen im Durch- 
schnitt um etwa 700% tiber der biologisch gefundenen. Der Wert dieser 
Untersuchungen wird durch fehlende Fraktionierung vor Ausfiihrung 
des Allen-Doisy-Testes und durch das Fehlen von Dosis-Wirkungs- 
Kurven gemindert. Gleiches muB8 von einem von Bulbrook und Mit- 
arbeitern™ angewandten Verfahren gesagt werden. Die Autoren gingen 
so vor, daB sie die kolorimetrisch bestimmten Hormonmengen aus 
Lésungen der kristallinen Ostrogene in denselben Mengen und in dem- 
selben Verhaltnis quantitativ zusammensetzten. Dieser synthetische 
,Harnextrakt“ sollte dann im Allen-Doisy-Test die gleiche éstrogene 
Aktivitat zeigen wie der urspriingliche, kclorimetrisch bestimmte Harn- 
extrakt, d.h. das Verhaltnis der Wirksamkeiten im Tierversuch sollte 
1:1 betragen. Tatsachlich beobachteten sie bei elf Bestimmungen Ver- 
haltniszahlen von 0,7—1,5. Auch dieses Vorgehen gestattet es nicht, 
10 G. Pincus, G. Wheeler, G. Young u. P. A. Zahl, J. biol. Chemistry 
116, 253 [1936]. 

uF, D. Humm, P. L. Munson u. W. T. Salter, Endocrinology 48, 225 
[1951]; M. F. Jayle, O. Crépy, B. Schramm, 8. Vandel u. O. Judas, Ann. 
d’Endocrinol. 6, 545 [1950]. 

2 J.B. Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 

18 H. Breuer, W. Nocke, G. Geissler u. F. L. Mitchell, Klin. Wschr. 35, 
672 [1957]. 

4 R.D. Bulbrook, F.C. Greenwood u. P.C. Williams, J. clin. Endo- 
erinol. 15, 206 [1957]. 
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die biologisch bestimmten Ostrogenmengen direkt in ug anzugeben und 
mit den kolorimetrisch ermittelten Werten zu vergleichen. Leider fehlen 
in dieser Arbeit nahere Angaben zu den untersuchten Urinen, insbeson- 
dere des Alters der untersuchten Graviditaét, so daB ein Vergleich mit 
den vorliegenden Untersuchungen nicht mdéglich ist. 

Zusammenfassend sei betont, da der Allen-Doisy-Test ein streng 
spezifisches Nachweisverfahren auf 6strogenes Hormon darstellt. Der 
Versuch, mit seiner Hilfe auf kolorimetrischem Wege bestimmte 
Ostrogenwerte kritisch zu iiberpriifen, ist in jedem Falle zu begriiBen. 
Keinesfalls sollten derartige Untersuchungen als utopisch angesehen 
werden”, Sie fithren allerdings nur dann zu klaren Ergebnissen, wenn 
nach Fraktionierung der Phenolsteroide gesicherte Dosis-Wirkungs- 
Kurven fiir jedes der drei wichtigsten weiblichen Sexualhormone an- 
gelegt werden, die die Angabe der gefundenen Hormonmengen in yg 
ermoglichen. 

Die Durchfiihrung dieser Arbeit wurde durch einen Forschungsauftrag des 
Amtes fiir Forschung und Technik erméglicht, dem wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel danken. 

Der Schering AG danken wir fiir die Uberlassung des kristallinen Ostriols. 

Weiter danken wir an dieser Stelle Herrn cand. med. Raimer Karge, dem 
Frau Christa Haberland assistierte und in deren Handen die Durchfiihrung 
der subtilen Allen-Doisy-Testierungen lag. Die chemischen Analysen fiihrte Frau- 
lein Edeltraud Kantelhardt durch, 


if " d <<. 
Zusammenfassung 


Von den nach eigenem Verfahren®® dargestellten Ostrogenextrakten 
aus Harnen wurde die Ostriolfraktion einerseits kolorimetrisch bestimmt, 
andererseits im Allen-Doisy-Test quantitativ untersucht. Der direkte 
quantitative Vergleich beider Ergebniss» wurde durch Aufstellung einer 
Dosis-Wirkungs-Kurve des krist. Ostriols méglich, die die biologisch 
ermittelten Gehalts in wg angibt. Bei 30 untersuchten Harnextrakten 
betrug die Differenz der Ergebnisse beider Methoden im Mittel 16% 
(maximal 57,89, und +- 66.5°,,); der untersuchte Konzentrations- 
bereich lag zwischen 100 und 12000 vg Ostriol/24-Stdn.-Harn. Die wah- 
rend der Schwangerschaft bei kolorimetrischen Bestimmuugen gefun- 
denen erheblichen Schwankungen der Ostriolausscheidung wurden durch 
den Tierversuch bestatigt. 





Summary 


The oestriol fraction, obtained by our own method®-® from oestrogen 
extracts of urine samples, was quantitatively determined both colori- 
metrically and in the Allen-Doisy test. The direct quantitative compa- 
rison of both results was possible by preparation of a dose-action 


15 J, Breitner, Archiv Gynakol. 187, 115 [1955]; W. Pschyrembel u. 
G. E. Halder, ebenda, 187, 112 [1955]. 
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curve of crystalline oestriol. This gives the biologically determined 
amounts in wg. In 30 examined extracts the difference in the results 
obtained by the two methods averaged 16% (maximal — 57.8°/ and 
+ 66.5%). The concentration range investigated was between 100 and 
12000 ug. oestriol/24-hr.-urine. The large fluctuations during pregnancy 
in the colorimetrically determined amount of excreted oesteriol was 
confirmed by the animal test. 
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Zur Auswertung von Elektrophorese-Diagrammen 
Von 
Sorin M. Idu und Nicolae B. Cueu 


Aus dem Biochemischen Laboratorium der Sport-Medizinischen Abteilung des Coltzea-Spitals, 
Bukarest (Chefarzt: Doz. Dr. V. Dimitriu) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1958) 


Zur quantitativen Auswertung von Elektrophorese-Diagrammen, 
d.h. zur Errechnung der relativen prozentualen Verteilung der einzelnen 
Fraktionen, werden in der Praxis verschiedene Methoden angewandt, 
die aber entweder sehr ungenau! oder wegen des groBen apparativen? 
bzw. rechnerischen* Aufwands unbequem sind. 

Um eine praktische und rasche Methode zur Auswertung der Dia- 
gramme zu finden, haben wir das Verfahren von Wallner und Ulke® 
vereinfacht und eine neue algebraische Methode entwickelt. 


1. Vorschlag zur Vereinfachung des Verfahrens 
von Wallner und Ulke 


Zum Verstandnis unseres Beitrags zur Vereinfachung der Methode 
von Wallner und Ulke, wird deren Kenntnis* vorausgesetzt. 

Wir haben eine Ordinatenschablone entwickelt, mit deren Hilfe die 
Abszissen und Ordinatenwerte der gegebenen Diagramme zur Berech- 
nung der Flachen der zugehérigen GauBschen Kurven einfach abgelesen 
werden kénnen. 

Zur Herstellung der Ordinatenschablone (s. Abb. 1) tragt 
man auf der linken Ordinatenachse eines Millimeterpapiers (z. B. 
(30 x 40 cm) die relativen Abstiande 0,564, 0,531, 0,439, 0,332, 0,208, 
0,118, 0,059, 0,026 und 0,010 auf, die den Ordinatenwerten fiir die 
Abszissen x = 0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75 und 2,0 ent- 
sprechen, wenn der Parameter der Gaufischen Kurven mit der Abszissen- 
einheit gleich ist. Von den eingezeichneten Absténden werden neun 
Gerade zum rechten Abszissenende gezogen. Diese Ordinatenschablone 
ist zur Auswertung simtlicher sichtbarer Fraktionen verwendbar. Sie 
mu mit groBer Genauigkeit hergestellt werden. 

Anwendung der Schablone: Man zeichnet das Diagramm in 
passender GroBe (von der SchablonengréBe abhangig) auf einen Bogen 
Pauspapier oder auf eine Milchglasplatte und verbindet die Enden durch 
eine waagrechte Linie (Basislinie). 

1 A. Tiselius u. E. A. Kabat, J. exp. Med. 69, 119 [1939]. 

2 E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 

3 A. Wallner u. R. Ulke, diese Z. 290, 81 [1952]; dort auch Besprechung 
der friiheren Methoden. 
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Das so erhaltene Diagramm wird so auf die Schablone geiegt, daB die 
beiden Basislinien genau iibereinstimmen; der Scheitelpunkt des Gipfels 
wird an die oberste schrage Linie (x = 0) angepaBt. Man zeichnet die 
Senkrechte vom Scheitelpunkt auf die Basislinie und markiert 2—3 
Schnittpunkte dieser Senkrechten mit den schragen Linie, welche den 
Werten x = 0,25, 0,50, 0,75 oder x = 1 entsprechen. Dann liest man 


Abb. 1. Herstellung einer Ordinaten- 
schablone zur Vereinfachung des Ver- 
fahrens von Wallner und Ulke? und 
Beispiel ihrer Anwendung. Die ein- 
gezeichneten Netzlinien haben im Ori- 
ginal Abstinde von 10 cm, die Milli- 
meterraster sind weggelassen ; 
Beschreibung s. Text. 








jeweils den waagrechten Abstand zwischen Scheitellinie und Kurvenast 
in Millimetern ab und berechnet daraus die Flachen, wie bei Wallner 
und Ulke beschrieben. 


2. Algebraisches, Verfahren zur Auswertung 
von Elektrophorese-Diagrammen 


Wie bei den meisten bisher beschriebenen Methoden ist es auch 
bei unserem Verfahren notwendig, die Abszissen der Gipfelpunkte der 
einzelnen Fraktionen festzustellen. Diese stimmen dann nicht mit denen 
der beobachteten Kurve tiberein, wenn sie von der GauBschen Kurve 
einer benachbarten Fraktion tiberlagert werden (vgl. Abb. 3 und 4). 
Diesen Fall nennen wir Ultrainterferenz. Erscheint eine Fraktion 
wegen der Uberlagerung mit einer anderen im Diagramm iiberhaupt 
nicht als eigener Gipfel, so bezeichnen wir sie als okkulte Fraktion. 

Zur Flachenberechnung der gewohnlichen 5 Fraktionen des Serums 
schlagen wir eine Methode vor, die weder Extrapolation noch irgend- 
welches technisches Material erfordert. 

Prinzip: 1. Das Diagramm wird projiziert und auf einem Blatt 
Papier nachgezogen. 2. Man bezeichnet die Gipfelpunkte der Fraktionen 
und zieht Senkrechte zur Grundlinie. 3. Die durch diese Teilung erhal- 
tenen Flicheninhalte werden durch Planimetrieren, Zihlung der Milli- 
meterraster oder durch Wagung integriert. 4. Man berechnet die EiweiBb- 
fraktionen. 
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Auswertung von Diagrammen mit einer okkulten Fraktion 


Sieht man zunachst von den Fallen mit Ultrainterferenz ab — diese 
werden anschlieBend behandelt —, so kénnen die Kurveniaste praktisch 
als symmetrisch betrachtet werden, gleich- 
giiltig, ob sie dem GauBschen Typ ange- 
héren oder nicht. 

Wir bezeichnen die Parzellen zwi- 
schen den Gipfeln der Albumine und 
x,-Globuline mit S,, zwischen denen der 
x,- und $-Globuline mit S, und schlieBlich 
zwischen denen der /- und y-Globuline 
mit S, (vgl. Abb. 2). a, sei die linke 
Halfte der Albuminfliche und a, die 
rechte Halfte der y-Globulinflache. 









f 
| 
' Abb. 2. Elektrophorese- Diagramm 


; ! I . 1 
ay WINE U2 von menschlichem Serum. Parzel- 








a, & Riad all lierung fiir die algebraische Aus- 
Albumine d,;- a&- f- ~y-Globuline wertung. 


Nach Planimetrieren der eben genannten GréBen lassen sich alle 

Serumfraktionen nach den folgenden Gleichungen berechnen: 
Die Halfte der 6-Globulinflache: y, = S,— a, 
die Halfte der «,-Globulinflache: y, = S,—S, + a, 
die gesamte «,-Globulinfliche: Y, = S,—S, + 8S, —a,— ay, 

Sind jedoch die Fraktionen der x,- und «,-Globuline gut vonein- 
ander getrennt, so kann in ganz analoger Weise auch noch eine weitere 
eventuell in den Parzellen S, oder 8S, vorkommende okkulte Fraktion 
berechnet werden. In diesem Fall ist in die Parzelle 8, eine Senkrechte 
durch den Gipfel der «,-Globulinfraktion einzuzeichnen; die Zahl der 
Unbekannten und der Gleichungen wird dann jeweils um 1 vermehrt. 


Berechnung im Fall der Ultrainterferenz 


Beim Vorliegen einer Ultrainterferenz (vgl. Abb. 3) ist der im 
Diagramm sichtbare Gipfel (a) gegeniiber dem Scheitelpunkt der zu- 






Abb. 3. Auflésen einer Ultrainterferenz 
(Verschiebung des Fraktionengipfels). 
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grunde liegenden GauBschen Kurve durch Uberlagerung mit der Nach- 
barfraktion seitlich und nach oben verschoben. In diesem Fall muB der 
zur Begrenzung von S,, S, oder S, notwendige Abszissenwert dieses 
Scheitelpunktes erst gefunden werden. Dazu erganzt man die GauBsche 
Kurve der Nachbarfraktion durch Ubertragung ihres zweiten Astes 
oder, wenn dieser nicht sichtbar ist, nach AugenmaB. Der gesuchte 
Abszissenwert befindet sich zwischen a und b an der Stelle, wo die 
Ordinaten der erganzten Nachbarkurve und dem gegebenen Diagramm 
die gréBte Differenz aufweisen. 

Liegt eine doppelte Ultrainterferenz bei ein und derselben Fraktion 
vor, so werden die Werte beider Uberschreitungen addiert und von der 
gegebenen Kurve abgezogen. 








I) 
/ 
Wy 


) 
Yj, 


Albumine dp dy) 7 f- y-blobuline 








Abb. 4. Skizze zur Auswertung eines Diagramms mit Ultrainterferenz. 


Zur Erhéhung der Genauigkeit empfiehlt es sich, auch die in die 
Nachbarparzelle hintiberreichenden Flachenstiicke (in Abb. 4 mit d be- 
zeichnet) zu beriicksichtigen. Auch diese kleinen Flichen miissen aller- 
dings nach Augenma® gezeichnet und dann planimetriert werden. Die 
Gleichungen lauten, wenn nur d, vorliegt: 

Y2 = Sy — ag; yy = S, —S3 + a, —d,; 

Y, = 8S, — 8, + 8; — a, — a, + 2d,; 
wenn nur d, vorliegt: 

Y2 = S3— ay + dy; yy = S, — S83 + a, — 2d); 

Y, = S, —S8S, + 8; — a, — a, + 2d,; 
wenn d, und d, vorliegen: 

Yo = S3— a, + dy; y, = S,— Sy + a, —d, — 2d,; 

Y, = 8, — 8S, + 8, —a,— a, + 2 (d, + d,). 
Die letztgenannten Fille kommen am haufigsten vor, und ihre Aus- 
wertung liefert Ergebnisse mit hoher Genauigkeit. 

Als Beispiel zur Auswertung eines gewohnlichen Diagramms wurde 
die in Abb. 2 dargestellte Kurve berechnet. 

Man stellt die Abszissenwerte der Gipfel fest und zieht danach die 
senkrechten Linien. Man planimetriert zuerst die Gesamtflaiche und so- 
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dann die jeder einzelnen Parzelle. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 
zusammengestellt. 


Auswertung des in Abb. 2 dargestellten Diagramms (Angaben in mm?). 


























: ers Direkte 
i” Ge Be- | Relative | Planimetrie- | Relative 
ae rechnet | Prozente rung Prozente 
‘ der Frakt. 
a, = 355 2a, = Alb. 710 51,4 715 52,9 
S, = 507 Y, = ,-Gl. 48 3,4 54 4,0 
S, = 222 Qy, = a-G. 208 15,0 189 14,0 
S; = 207 2y, = p-Gl. 236 17,1 220 16,2 
a,= 89 2a, = y-Gl. 178 12,8 172 12,7 
Total 1380 | | 1380 | 99,7 | 1350 | 99,8 


Die Summe der berechneten Fraktionen stimmt besser mit der 
Gesamtflache des Diagramms (1380 mm?) iiberein als die Summe der 
planimetrierten Fraktionen; daraus wird die Genauigkeit der alge- 
braischen Methode ersichtlich. 


Wir sind Herrn Prof. W. Gra mann und Herrn Dr. K. Hannig fiir manche 
wertvollen Vorschlage zu Dank verbunden. 


Zusammenfassung 

1. Durch Einfiihrung einer Ordinatenschablone wird das Verfahren 
von Wallner und Ulke*® zur Auswertung von Elektrophorese-Dia- 
grammen vereinfacht. 

2. Es wurde eine einfache algebraische Methode entwickelt, mit 
deren Hilfe die relativen Mengen der Fraktionen von Elektrophorese- 
Diagrammen ohne besondere Apparate rasch und genau bestimmt wer- 
den k6énnen. 


Summary 


1. The method of Wallner and Ulke® for the evaluation of 
electrophoresis diagrams is simplified by the use of a standardpatitern. 

2. A simple algebraic method was developed, by which the relative 
amounts of fractions of electrophoresis diagrams may be estimated 
quickly and accurately without special apparatus. 
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